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INTRODUCCION

La deforestacién y fragmentacion
de los bosques nativos, sumado al
reemplazo de sus especies arboreas por
otras de cardcter comercial y la llegada
de asentamientos humanos, han
generado cambios en el paisaje
nacional, lo cual ha reducido,
enormemente, la disponibilidad de
hébitat para los animales que en ellos
viven (Acosta, 2001). La reducida
capacidad de adaptacién que poseen
algunas especies, ha permitido que se
vean seriamente afectadas, al punto de
ser consideradas en peligro de

Este estudio que fue financiado por
el proyecto ECOS-CONICYT CO2
BO3 (Chile-Francia). Se ha realizado
en el marco del convenio firmado por
el Buin Zoo y la Universidad de Chile.
Agradecemos a los Drs: Ignacio
Idalsoaga, Pilar Soto, Sebastidn Celis
de Buin-Zoo y a la Dra Estefania
Flores de la Fac de Cs Veterinarias y
Pecuarias de la U. de Chile, también
al Sr Ivdn Benoit de la Corporacion
Nacional Forestal.

extincidn, tal es el caso del huemul
(Hippocamelus bisulcus) (figura 1) y

del gato guifia (Oncifelis guigna)
(figura 2). El Pudu (Pudi pudu) (figura
3) ha logrado adaptarse mejor y estd
catalogada como vulnerable (Ver
Glade, 1993).

La reproduccién natural, deberia
ser el método de eleccién para
aumentar la poblacién de estas
especies vulnerables y en riesgo de
extincién, sin embargo, se sabe que
cuando las poblaciones de especies
silvestres se encuentran en declinacién
esto no ocurre. En este caso, la
biotecnologia reproductiva puede
ayudar mucho, al establecer bancos
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de recurso genéticos; y en €so se
trabaja en el Laboratorio de
Embriologia Comparada de la
Universidad de Chile (Rojas et al,
2005; Venegas et al 2006). Se piensa
que, a partir del material almacenado
en el banco de reserva genética de los
distintos jardines zooldgicos y
Universidades, serd posible asistir a
la reproduccion de especies silvestres,
especialmente aquellas que estdn en
peligro de extincién. Estas técnicas
incluyen el uso de Inseminacién
Artificial, Transferencia embrionaria,
Fertilizacién in Vitro, Inyeccién
intracitoplasméatica de espermato-
zoides y Transferencia de niucleos
somaticos (Holt et al, 2004; Venegas
et al, 2006).

Actualmente se estd poniendo a
punto la asistencia reproductiva en
ciervos. El Proyecto Arca de
Argentina, trabaja con el ciervo del
padre David (Elaphurus davidianus);
su objetivo es devolver esta especie a
su pais de origen, es una especie
extinta en China, y ademds desarrollar
una metodologia de trabajo que pueda
ser aplicada a cérvidos autéctonos.
Algunos zoolégicos han logrado
mantener al Pudd en cautiverio (figura
3), a diferencia de lo que ocurre con
otros cérvidos sudamericanos en
riesgo de extincién, como la Taruca
(Hippocamelus antisense) y el huemul
del Sur, los cuales no sobreviven en
cautiverio. Del gato guifia también se
ha logrado mantener un ejemplar en
el zooldgico Buin-Zoo (figura 2).

En Zoologicos de Sudamérica se
conservan bancos con pajuelas de
espermatozoides de pudues, para la
fecundacion artificial de estas especies
(Zoolbgico Metropolitano Santiago de
Chile y Buenos Aires Argentina). En
la Universidad de Chile se manticnen,
en Nitrégeno liquido, -células
congeladas de pudd y gato guifia para
desarrollar transferencia nuclear
somdtica. El Criozoolégico de San
Diego posee lineas celulares basadas
en fibroblastos y dispone de analisis
cromosémicos de cada una de estas
eépecies. En Chile y Argentina se han

Figura 2: Unico gato guifia adaptado
a condiciones de cautiverio en el Buin Zoo

formado bancos de material genético
de distintos animales, esperando que
el progreso tecnoldégico permita
reproducir a estos animales ame-
nazados. No se ha reportado avances
en la obtencién de embriones
procedentes de material guardado en
nitrégeno liquido con la excepcidn del
trabajo realizado en pudu (Venegas et
al, 2006).

La conservacion de los animales y
plantas se puede realizar mediante dos
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’Figura’ 3 Pudu del Buin Zoo donante de células

métodos: “ex situ” o “in situ”. La
conservacion “ex situ” es aquella que
se desarrolla fuera del habitat natural
de una especie, y su rol fundamental
es trabajar en la recuperacién 'y
rehabilitacién de especies amena-
zadas, para introducirias nuevamente
en su hdbitat natural. Los centros de
conservacion “ex situ” contienen
reservorios genéticos de gran
importancia, los “bancos de recursos
genéticos” (bancos de espermatocitos,



espermatozoides, 6vulos o semillas y
suero). Entre estos destacan
Zoolégicos, Jardines Botdnicos,
Universidades, incluso librerias de
ADN. Este material, estd disponible
para ser usado en inseminacién
artificial o transferencia de embriones
y corresponde a una interfase entre
programas de reproduccién en
cautiverio (conservacién ex situ) y los
programas de conservacién en el
habitat (conservacion in situ) (Holty
Pickard, 1999).

Los “bancos de células somadticas y
tejidos almacenados” estdn dis-
ponibles s6lo como un recurso de
investigacién genética. Las células
tales como fibroblastos de la dermis,
pueden ser utiles para andlisis de DNA
y de proteinas, como también para
realizar transferencia nuclear somética
(Rojas et al, 2005 y Venegas et al,
2006). En principio el banco de
células puede ser facilmente
implementado, pero se debe considerar
el riesgo de transmitir enfermedades,
ademas se debe analizar para cada
especie las técnicas de criopre-
servacion (vitrificacion) con el fin de
evitar “un cementerio de células
congeladas”.

En Chile se han generado proyectos
para la conservacién de animales como
el huemul (Aldridge, 1998) y diversas
investigaciones ecoldgicas (Saucedo y
Gill 2004), pero no se ha revertido la
situacidn sino que cada vez parece mas
comprometida, por otra parte, no se
han generado nuevos conocimientos
sobre la morfofisiologia reproductiva
ni sobre el desarrollo embrionario del
animal. En el caso del pudd, los
estudios de Reyes (1991) en la
Universidad de Concepcioén, han sido
un gran aporte, sin embargo el animal
continta siendo vulnerable y el plan
nacional de proteccién no resultd
como se esperaba. Sobre el gato guifia
existen estudios (Acosta 2001) que
indican que estd en riesgo de extincion,
lamentablemente no existe el interés
de la poblacién por su conservacion,
ni se han realizado planes nacionales

, Figura4
Se agrega el medio de cultivo

posterior a la fragmentaci6n de la
biopsia, en campana de flujo laminar.

Figura 5:
- Observacion del cultivo celular
~__en microscopio invertido

que involucren estudios destinados a
favorecer su sobrevivencia como
especie, todo lo cudl indica que
terminara por desaparecer.

Saucedo ha observado, que en la
naturaleza los huemules hembras no
presentan problemas de fertilidad y
sus crias nacen normalmente, su
hipétesis es que al contar con nicleos

‘reproductivos in-situ, tales como areas

protegidas y habitat y centros de
reproduccién ex-situ, la conservacion
debiera ser favorable. Sin embargo,
factores externos como la gran
presencia de perros, turistas y ganado
que se introducen en las reservas hacen
retroceder cualquier avance logrado.
En cuanto a los centros de repro-
duccidn, se requieren conocimientos
de la biologia reproductiva del huemul,
que en la literatura no existen. ;Cudnto
es el volumen del semen eyaculado en

la etapa de actividad reproductiva?
(Cudl es la concentracién normal de
espermatozoides? Tampoco sabemos
sobre la forma normal de los
espermatozoides en el eyaculado. En
la literatura no hay informacién sobre
las primeras etapas del desarrollo
embrionario, ni sobre la implantacién,
ni el nimero de cartnculas uterinas,
sélo se asume que es parecida a la de
otros rumiantes. No obstante, esta via
de conservacién del huemul seria la
mds importante, pero no debe ser la
Unica, porque podria ocurrir lo mismo
que con el Bucardo (Capra pyrenaica
pyrenaica) especie espafiola
desaparecida el 5 de Enero del afio
2000, extinta por politicas de
conservacién erradas. Por otra parte,
Locatelly y Mermillod en el afio 2005
al estudiar otros ciervos que estdn en
riesgo, indicaron que las técnicas
clasicas de reproduccién basados en
superovulacién, inseminacién arti-
ficial y transferencia embrionaria ha
resultado muy dificultosa en los
cérvidos.

Se ha considerado la restitucién de
especies en peligro de extincidn,
mediante la transferencia de un nicleo
de célula somética dentro de un oocito
previamente enucleado, obteniendo el
desarrollo de un embrién capaz de
continuar con las etapas posteriores del
desarrollo, de esta manera se han
logrado crias de la raza bovina
Enderby Island, adaptada a condi-
ciones climaticas extremas, utilizando
la transferencia de nticleos de células
foliculares de la granulosa a oocitos
enucleados, de vacas domésticas, con
la posterior transferencia embrionaria
al dtero de una vaca doméstica
receptora.

Desde el ano 1997, cuando Wilmut
y Campbell realizaron la clonacién de
la oveja Dolly hasta hoy; técnicamente
se ha avanzado mucho. Hay reportes
de 10 especies de animales que se han
clonado y su descendencia vivié
normalmente, entre ellos: terneros
Holstein. ratones como Cumulina, que
murid a los dos afios y siete meses de

BIOTECNOLOGIA



12
il pw

edad (muy longeva para su especie),
cabras cerdos, conejo, incluso se ha
clonado un gato doméstico que vive,
una mula y un potro.

Las aplicaciones de la transferencia
nuclear, se extienden también a la
conservacién de especies y razas en
peligro de extincién. Existen en la
literatura varios ejemplos, entre ellos:
Bos gaurus, (Lanza et al, 2000) Bos
javanicus y el Bucardo que-es una
especie desaparecida. Lo especial de
estos ejemplos es que ellos han debido
recurrir a una clonacién
interespecifica. En estos casos el
citoplasma del oocito utilizado para
formar el embrién deriva de especies
domésticas comunes Bos taurus (vaca)
y Capra hircus (cabra) mientras que el
nucleo proviene de las especies en
riesgo. El tnico problema de este tipo
de clonacién interespecifica estaria
representado por el destino de las
mitocondrias del ovocito receptor ya
que podria ocurrir, que el embrién asi
reconstruido contenga mitocondrias
de ambas especies (Holt et al, 2004).

También se han realizado algunos
avances en la clonacién del oso panda
gigante (Ailuropoda melanoleuca), la
clonacién intraespecifica en este
animal es practicamente imposible
porque hay insuficientes oocitos (la
hembra ovula sélo uno o dos oocitos
por aifio). La clonacién interespecifica
que involucra transferencia de niicleos
de oso panda gigante en oocitos
enucleados de otra especie de 0so,
estableciendo la gestacién en una
especie distinta a la donadora del
nicleo puede ser la tinica posibilidad
para clonar estos animales.

En los dos casos analizados, se debe
recurrir a una  clonacién
interespecifica, cuyo principal
problema ocurre en la primera
generacion debido a las mitocondrias,
pero es util recordar que si el nicleo
donante proviene del macho de la
especie de interés, el embridn
reconstruido y mdas atn la primera
generacién  puede  presentar
mitocondrias de ambas especies. Este

Figura 6:
microfotografia de cultivo
de células de pudd.

Figura 7 f ‘
Itransferencia de nucleos mediante
un micromanipulador Olympus.

problema puede ser eliminado si el
macho clonado se cruza naturalmente
con una hembra de la especie de
interés, porque las mitocondrias
paternas no son transmitidas a la
siguiente generacién. Este argumento
no se puede aplicar a la hembra porque
las mitocondrias son heredadas a
través del citoplasma materno (Holt et
al, 2004).

(Debemos empezar a considerar la
aplicacién de tecnologias de
transferencia nuclear y embrionaria,
como una herramienta potencial, para
la conservacién del Huemul del sur,
del Pudu y Gato guifia?

Si, porque la clonacién
reproductiva, podria ayudar a
aumentar el nimero de individuos
dentro de la poblacidn, pero no se trata
de clonar muchas veces a un mismo
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animal, como en ciencia-ficcion, sino
todo 1o contrario, se clona a muchos
animales solo una vez o dos veces, esto
permite que la descendencia crezca
madure y se reproduzca naturalmente.
La probabilidad de pérdida de la
diversidad genética se puede reducir,
especialmente si cada padre da lugar
a dos copias idénticas de si mismo.
Este es un interesante modelo teérico
en conservacién animal que fue
aportado por Holt et al (2004).

. Cuales han sido los
objetivos de
este estudio?

El establecimiento de un banco
genético y de células somadticas de tres
especies endémicas del pais: el
huemul, el pudd, y uno de los felinos
mas pequefios y de menor distribucién
geogrifica del mundo que es la guifia.

Otro objetivo es producir embriones
de pudu, obtenidos por la transferencia
de nicleos de fibroblastos de la oreja
en los oocitos enucleados de un
rumiante doméstico, como también
generar embriones de gato guifia
utilizando como oocito receptor el de
un felino doméstico.

La investigacion desde
el punto de vista ético.

Se debe enfatizar que el objetivo
es ayudar a los programas de
conservacién, optimizando la
clonacién reproductiva que ha sido
exitosa en otros animales. Las técnicas
que se utilizan no dafian a los animales
ni generan afliccién, dolor ni
sufrimiento de ellos, se obtiene la
pequeiia biopsia dérmica de la oreja y
se dejan libres. Por otra parte, se
conserva su genoma y no se introducen
otros genes, ni se hace manipulacién
génica. En cada caso se obtiene una
muestra de sangre para realiza un .
cariograma al iniciar y terminar los
cultivos celulares para verificar la
normalidad de las células. Por lo tanto
las técnicas utilizadas tampoco inciden
en una alteracion del ecosistema. Si
se lograra en el futuro, llegar a la



transferencia a un ciervo receptor se
cuidardn todos los aspectos, para evitar
el sufrimiento de la hembra nodriza y
de la cria.

. Coémo se realiza la
transferencia nuclear
somatica?

Una biopsia de dermis de la oreja
se deposita, en una placa de cultivo,
donde se secciona en microfrag-
mentos y se agrega el medio de cultivo
(figura 4), se incuban a 37°C y 5% de
CO2, y se hace repicaje. Las células
fibrobldsticas  obtenidas  son
controladas al microscopio de
contraste de fase (figuras 5 y 6).
Paralelamente se realiza la recu-
peracién de oocitos receptores desde
ovarios de vacas recuperados del
matadero y son madurados in vitro.
Posteriormente se procede a la
microinyeccion de los fibroblastos de
pudd, en el ovocito receptor. Después
de las 22 horas de cultivo de los
oocitos se retira el polocito mediante
un micromanipulador Olympus.
(figuras 7'y 8) Para confirmar el retiro
del corpusculo polar y observar la
placa metafdsica en el citoplasma
ovocitario se realiza la técnica de
luciferasa (figura 9). Luego se realiza
la microinyeccion de los fibroblastos
completos mediante el micromani-
pulador Olympus en el espacio
perivitelino de los ovocitos (figura 10).
La fusién de membranas celulares es
obtenida por choques eléctricos. Los
embriones asi reconstituidos son
cultivados en presencia de células

nutricias (Vero) durante 7 dias. Un-

resumen de la técnica se muestra en la
figura 11.

Resultados obtenidos

Se ha logrado desarrollar embriones
de dos pudies hasta el estado de
blastocisto, los cudles han iniciado la
fase de eclosion. En cuanto a la
cronologia, observamos que al
segundo dia se forma una etapa de dos
blastomeras, al tercer dia moérulas de
8 a 16 células, y desde el cuarto dia se

Figura 8:
se retira el polocito del ovocito
seleccionado.

. fioumay
Técnica de luciferasa para
confirmar el retiro del corpisculo
polar (punto brillante) y observar
la placa metafasica en el
citoplasma ovocitario.

Figura 10:
Se observa el fibroblasto de pudi
_en el espacio perivitelino
~ antes del golpe eléctrico

ha diferenciado como blastocisto, el
cudl al séptimo dia termina por
eclosionar de la zona peldcida.

Desde el punto de vista morfolégico
y del andlisis del cariotipo son
normales, sin embargo, no se sabe si

la cronologia del desarrollo es normal
debido a que no existen trabajos donde
se establezca la cronologia de las
primeras etapas del desarrollo
embrionario en el ciervo pudd. Si se
compara con otro ciervo el Cervus
elaphus bactrianus quién alcanza el
estado de blastocisto eclosionado a los
ocho dias, se podria concluir que en
el pudd, el desarrollo de las primeras
etapas resulta ser muy acelerado. Lo
mismo sucede si comparamos con el
bovino donde el estado de blastocisto
es observado al 7° dia

La produccién de embriones y
descendencia depende del conoci-
miento de la fisiologia reproductiva de
cada especie en particular, en este caso
se sabe muy poco sobre la fisiologia y
la cronologia de las primeras etapas del
desarrollo en huemul y pudd. La
utilizacién del oocito de bovino ha
resultado adecuado para la
transferencia de nicleos, de acuerdo
con lo informado por quien ha
demostrado que el citoplasma del
ovocito del bovino puede servir como
un receptor para las células somaticas
de diferentes especies de mamiferos.

El porcentaje de éxito del 4%
parece ser relativamente bajo, sin
embargo, es bastante adecuado,
considerando que se trata de ciervos
donde las tasas de desarrollo hasta el
estado de blastocistos son inferiores al
10% en embriones producidos in vitro
(Locatelly & Mermillod (2005). Por
otra parte en el ciervo sika nunca se
ha observado un blastocisto después
de la fecundaci6én in vitro.
Considerando estos antecedentes y
también que los trabajos de
fecundacién “in vitro”, mds exitosos
han sido los realizados por Locatelly
et al (2005) en Cervus elaphus, con un
13% de éxito de huevos clivados hasta
el estado de blastocisto, se puede
considerar que éstos resultados son
buenos

La aplicacién de biotecnologias
reproductivas para la preservacion de
especies mamiferas en riesgo de
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Figura 11:

Deuna hembra bovina se obtiene un ovocito al cul se le extrae el polocito, con un micromanipulador
Olympus. Paralelamente desde un pudd, se obtienen fibroblastos de la dermis de la oreja, los cuales se
cultivan por varias generaciones. A continuacion el fibroblasto completo se introduce en el espacio
perivitelino del ovocito por debajo de la zona pelicida para construir un embrién, La fusién de las
membranas celu]ares es obtenida por choques eléctricos.

extincion y vulnerables esta limitada
por varios factores: Las especies
silvestres son mds sensibles al estrés
en comparacién con las domésticas.
Un sistema de manejo 6ptimo genético
puede consistir en una poblacién
cautiva y un banco de recursos
genéticos crioconservados en
constante y dindmica interaccién. En
este caso se ha utilizado ciervos pudd
de un zooldgico, sometiéndolos a un
minimo de estrés, los cuales no
evidenciaron ningin problema.

Resultados obtenidos
por nuestro grupo
en el gato guina

Se estableci6 el cariotipo de la
Giiifia hembra, que no estaba descrito
en la literatura. Se encontré que el 2n
de esta es 36, siendo sus cromosomas
de morfologia metacéntrica y
subtelocéntrica, estos resultados
estarian dentro del rango de variacion
descrito para pequefios felinos de
sudamérica, cuyo rango varia entre los
36y 38 cromosomas, no obstante esto,
se necesita realizar el cariotipo de un
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macho para identificar los cromoso-

. mas sexuales y determinar el cariotipo

de la especie Se evidencié ademds que
es posible obtener lineas celulares
fibroblasticas desde la dermis de la
oreja y del abdomen con la misma
probabilidad de éxito.

Otros grupos han logrado obtener
embriones del gato africano silvestre,
Felis silvestris libica, a partir de la
fusién de uno de sus fibroblastos con
un oocito enucleado de gata doméstica.
Estos informes sientan las bases a

seguir en las especies felinas pre-
sagiando un futuro auspicioso para el
establecimiento de un banco genético

Huemul en la reserva nacional
Tamango CONAF

y de células somaticas del Oncifelis
guigna, una especie muy poco estu-
diada, cuya informacién disponible es,
en gran medida, anecddtica o poco
actualizada. Este trabajo es importante
para fortalecer los programas de
conservacion de la especie y asegurar
asi la mantencion de la biodiversidad
nacional.

Los bancos de lineas celulares y
tejidos son recursos utiles para
estudios moleculares de evoluciéon y
filogenia. Las bajas tasas de concep-
cidén, no pueden ser el argumento para
oponerse a la transferencia nuclear
somatica porque en los dltimos afos
se han logrado vertiginosos avances en
esta tecnologia. En Chile, la
Universidad de Chile, Universidad de
Concepcién y Universidad Austral de
Valdivia, han logrado avances en la
capacitacion cientifica y tecnolédgica
de sus investigadores, En la Uni-
versidad de La Frontera se trabaja en
mejorar los métodos de criopre-
servacion por vitrificacién. Los
zoolégicos de Santiago (Jardin
Zoologico



Metropolitano y Buin Zoo) estan
generando bancos de recursos
genéticos de especies importantes para
el pais, En conclusion, los distintos
grupos de expertos y en forma
multidisciplinaria, trabajan para la
conservacion de nuestras especies
autoctonas, de acuerdo- a su
experiencia y conocimientos. Aun esto
ocurre en forma fraccionada, pero cada
dia parece ser mds claro que “La
conservacién de las especies
autoctonas es tarea de todos los
Chilenos”
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