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1. RESUMEN

Las biotecnologias reproductivas van cobrando cada vez mas importancia en el mundo del
guepardo. Esta especie estd considerada como “vulnerable” ya que solo quedan 7.100
individuos confinados al 9 % de su rango de distribucién histérico, por lo que es de suma
importancia evitar que se extingan. Se enfrenta a multiples amenazas como la destruccién de su
habitat, la caza furtiva y el tréfico ilegal. A pesar de tener una baja diversidad genética, han
conseguido reproducirse en la naturaleza sin demasiados problemas. Sin embargo, no tienen la
misma suerte en cautiverio. Por eso, en este trabajo repasaremos algunos aspectos de la
fisiologia reproductiva y revisaremos algunas de las biotecnologias mas usadas en el guepardo,
como son larecoleccién de semen vy la criopreservacion, la estimulacién hormonal de la hembra,
la extraccidn de ovocitos, la inseminacion artificial, la fecundacion in vitro y la transferencia de
embriones. Ademads, son de gran importancia los planes de conservacién que, en términos
generales, todos abordan objetivos para promover la coexistencia del guepardo-humano,

mejorar la planificacidn del uso de la tierra y reducir la fragmentacién del habitat.

Abstract

Reproductive biotechnologies are becoming increasingly important in the world of the cheetah.
This species is considered "vulnerable" since there are only 7.100 individuals left confined to
9 % of its historical distribution range, so it is extremely important to prevent them from
becoming extinct. They face multiple threats such as the destruction of their habitat, poaching,
and illegal trafficking. Despite having low genetic diversity, they have managed to reproduce in
the wild without too many problems. However, they don’t have the same luck in captivity. For
this reason, in this work we will review some aspects of reproductive physiology and we will
review some of the most used biotechnologies in the cheetah, such as semen collection and
cryopreservation, hormonal stimulation of the female, oocyte extraction, artificial insemination,
in vitro fertilization and embryo transfer. In addition, conservation plans address objectives to
promote cheetah-human coexistence, improve land use planning, and reduce habitat

fragmentation are of great importance.



2. INTRODUCCION

El guepardo es uno de los miembros de la familia Felidae [Tabla 1], que comprende alrededor
de 40 especies vivas (Kitchener et al., 2017). Es el mamifero terrestre mas veloz, capaz de correr
a una velocidad de 100 km/h en carreras de corta distancia (Sharp, 1997). El nombre comun
“cheetah" deriva de la palabra hindd "chita" que significa "el manchado". El nombre cientifico
“acinonyx” puede derivarse de las palabras griegas “akaina” que significa "una espina" y “onyx”
que significa "una garra". El epiteto especifico “jubatus” es latino y se refiere al pelo largo dorsal
(manto) en los guepardos juveniles y algunos adultos (San Diego Zoo Wildlife Alliance, 2018).
Uno de los aspectos mds sorprendentes de los estudios de genética molecular en los félidos fue
la rapidez con la que estos evolucionaron en 8 linajes diferentes (durante un periodo de 6
millones de afos), cada uno con historias biogeograficas distintas. El guepardo estd incluido en
el linaje Puma, que fue el sexto de los ocho linajes que se ramificaron durante la evolucién de
los felinos [Figura 1]. Se sabe que los parientes vivos mds préximos al guepardo son el puma
(Puma concolor) y el jaguarundi (Herpailurus yagouaroundi) [Figura 1]. Tiene 19 pares
cromosdmicos (es decir, 38 cromosomas) como la mayoria de los felinos y es el Unico

representante existente de su género (Acinonyx) (Schmidt-Kiintzel et al., 2018).
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FIGURA 1. Arbol filogenético del guepardo (Acinonyx jubatus) dentro del
linaje Puma. El tiempo de divergencia para cada linaje se indica en la
base de la rama en millones de afios (Schmidt-Kiintzel et al., 2018)

TABLA 1. Taxonomia del guepardo (San
Diego Zoo Wildlife Alliance, 2018)



Como recoge Krausman y Morales (2005) en la revista Mammalian Species, hasta la fecha se han

identificado 5 subespecies:

e Acinonyx jubatus jubatus, distribuido por el sur de Africa

Acinonyx jubatus raineyi, distribuido por el este de Africa

Acinonyx jubatus soemmeringii, distribuido por el noreste de Africa

Acinonyx jubatus venaticus, distribuido en Irdn

Acinonyx jubatus hecki, distribuido en Africa occidental y noroccidental [Figura 2].
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FIGURA 2. Distribucién actual de las cinco subespecies cldsicas de guepardo (Prost et al., 2022)

En cuanto al habitat, en Africa los guepardos se encuentran en una amplia gama de habitats y
ecorregiones, que van desde bosques secos y matorrales espesos hasta praderas y desiertos
muy daridos, como el Sahara. En Irdn, el habitat del guepardo consiste en el desierto, donde el
terreno en el que se encuentran varia desde llanuras y salinas hasta colinas erosionadas y
cordilleras desérticas escarpadas (Khalatbari et al., 2018). Un estudio reciente ha indicado que
los bosques de miombo (Zimbabue, Zambia, Mozambique, Angola, Republica Democratica del
Congo, Tanzania y Malaui) pueden ser un habitat importante para el guepardo (Strampelli et al.,
2021). Su estilo de vida principalmente diurno se desvia de la mayoria de los otros felinos
salvajes (Meissner et al., 2023). Capturan una amplia variedad de presas, dependiendo del
habitat y la ubicacidn geografica, pero prefieren presas de peso medio, como la gacela
(Gebretensae y Kebede, 2022).

La poblacién mundial de guepardos se estima en solo unos 7.100 individuos y estan confinados
al 9 % de su rango de distribucion histérico (Durant, SM., Mitchell, N. y Groom, R., 2017). En la
naturaleza pueden vivir hasta los 12 - 14 afios, pero de normal los machos suelen vivir hasta los

8 y las hembras hasta los 7. En cautiverio, el promedio de vida es de 8 a 12 aiios.


https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con1
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con2
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con3

El individuo mas longevo tenia 21 afios de edad cuando murié (San Diego Zoo Wildlife Alliance,
2018). En la poblacién cautiva europea, de media el 30 % de los cachorros no sobreviven el
primer mes, aunque después de sobrevivir los dos primeros afos, la tasa de mortalidad
disminuye. En la naturaleza, una de las principales causas del declive de los cachorros se debe a

la depredacion de leones y hienas manchadas (Laurenson, MK., Caro, TM. y Borner, M., 1992).

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Dada la situacién en la que se encuentra el guepardo, he decidido realizar una revisidon
bibliografica para ayudar a comprender mas profundamente los aspectos reproductivos de
estos felinos y todas las biotecnologias y procedimientos relacionados con su fertilidad. Por

tanto, los objetivos que persigue este trabajo son:

e Realizar una breve descripcién de la fisiologia reproductiva, profundizando en los aspectos
mas relevantes.

e Detallar las principales biotecnologias reproductivas usadas actualmente para este tipo de
especies.

e Conocer cdmo son algunos de los programas de conservacion.

e Analizar las nuevas tendencias en un futuro cercano de los planes de conservacion.

4. METODOLOGIA

Esta revisidon bibliografica se ha llevado a cabo mediante la busqueda de documentos para
obtener las fuentes bibliograficas con las que se ha desarrollado la parte mas importante del
trabajo. Este proceso se ha realizado indagando en las bases de datos, buscadores y repositorios
mas recurrentes como Science Direct, Web of Science, SciELO, AlcorZe, Dialnet, Wiley Online
Library y Researchgate. También en libros y revistas cientificas.

Se ha revisado la informacidn obtenida para intentar resolver los objetivos planteados y se ha
descartado la que estaba desactualizada o no se ajustaba al tema.

Las estrategias de busqueda han consistido en el uso de palabras clave como: “cheetah”,

” o« n "

seguidas de “assisted reproductive technology (ART)”, “reproductive biotechnologies”, “wild
felids”, “in vitro fertilization”, “cryopreservation”, “embryo transfer”, “conservation”, etc.
La bibliografia utilizada en la realizacidon de este trabajo se ha citado siguiendo las reglas de

HARVARD BUZ tal como se indica en la guia docente de la asignatura.



5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Generalidades de la especie

5.1.1. Diversidad genética
Segun Kitchener et al. (2017) Aj raineyi y Aj jubatus se habian fusionado en una sola subespecie,
basandose en datos de ADN mitocondrial (ADNmt). Sin embargo, Prost et al. (2022) muestra que
la filogeografia del guepardo es mas compleja de lo que se creia anteriormente, y que los
guepardos de Africa Oriental (Aj raineyi) son genéticamente distintos de los individuos del sur
de Africa (Aj jubatus), lo que justifica su reconocimiento como una subespecie distinta. Meissner
et al. (2023) también afirman que son dos subespecies diferentes, ya que su estudio muestra
gue solo el ADNmt podria no ser un indicador suficiente para el origen geografico y la asignacion
de subespecies de un guepardo.
Muchos autores puntualizan que son necesarios mas analisis genéticos para evaluar si estas
designaciones de subespecies son apropiadas o si es conveniente que haya una mayor
consolidacion (Durant et al., 2022).
Los guepardos tienen una baja diversidad genética que esta respaldada por un cuello de botella
genético o una serie de reducciones demograficas en el tiempo y el espacio. Se estimé que el
evento demografico que causé esta pérdida drdstica de diversidad ocurrié durante el final del
Pleistoceno (hace 10.000-12.000 afios) (Schmidt-Kiintzel et al., 2018). Por ejemplo, el guepardo
irani (Aj venaticus) que esta en peligro critico, tiene la cantidad mas baja de diversidad genética
de todas las subespecies actualmente reconocidas (Charruau et al., 2011).
Se han realizado varios estudios que muestran esta diversidad genética reducida (O'Brien et al.,
1985). Un ejemplo son los estudios funcionales que demostraron que los aloinjertos de piel
reciprocos entre 12 guepardos no emparentados y 2 hermanos no mostraron signos de rechazo
agudo del injerto, mientras que los xenoinjertos (de gato doméstico, Felis catus) fueron
rapidamente rechazados. Estos resultados se atribuyeron a la reduccién funcional de la variacién
alélica en el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) del guepardo, una importante
familia de genes inmunitarios, que codifica las proteinas de la superficie celular responsables de
distinguir las moléculas extrafias de las propias. La variacidn funcional reducida finalmente fue
respaldada por estudios moleculares. A medida que las técnicas de secuenciacion estuvieron
disponibles, también se observaron bajos niveles de variacién genética en el ADNmt. Los
genomas de los guepardos son, en promedio, un 95 % homocigdticos en comparacidn con otros
genomas de mamiferos [Figura 3]. (Dobrynin et al., 2015). Eso se debe a que la descendencia de
individuos consanguineos se caracteriza por un incremento de esta homocigosidad y una
reduccion de la eficacia bioldgica, un fendmeno conocido como depresidn consanguinea

(Roldan, 2009).



Para evitar la consanguinidad es fundamental promover el intercambio de material genético

entre diferentes poblaciones y mantener poblaciones de gran tamafio (Gomendio et al., 2006).

0.0025

0.002 4—

0.0015 4—

0.001 4— —

0.0005 4— S —_—

; EEE e

Domestic Gorilla Orang-Utan Giant Chimpanzee Naked Human African ~ Amur Tasmania Cheetah
cat panda mole rat lion tiger devil

FIGURA 3. Representacion de la diversidad del genoma del guepardo (Acinonyx jubatus) en relacidn con el de otros
mamiferos. (Dobrynin et al., 2015)

Aun asi, es sorprendente como el guepardo ha persistido a pesar de niveles notablemente bajos
de variacidn genética. En general, se considera que la variacion gendmica es crucial para la
supervivencia a largo plazo de las especies, ya que brinda potencial para respuestas adaptativas
(seleccidn natural) a los cambios ambientales, como el cambio climatico, y la adaptabilidad de
la inmunidad a los brotes de enfermedades (O'Brien y Evermann, 1988). Sin embargo, el
descubrimiento de que el evento o eventos que condujeron a la pérdida de diversidad podrian
ubicarse hace mas de 10.000 afios y que el nimero de guepardos se habia recuperado en el siglo
XIX, indica la capacidad del guepardo para sobrevivir y prosperar, a pesar de los niveles
reducidos de diversidad genética, durante periodos prolongados de tiempo. No obstante, esto
no garantiza la supervivencia del guepardo en el futuro, ya que la falta de diversidad limita la
capacidad de adaptarse y evolucionar, en particular ante cambios importantes en las

condiciones ambientales o la presion patdgena.

5.1.2. Estado de la poblacién
La poblacién mundial de guepardos se estima en unos 7.100 individuos y estan confinados al
9 % de su rango de distribucién histérico. Establecer y mantener areas protegidas (AP) son
herramientas clave para la conservacion de la biodiversidad. Sin embargo, este enfoque es
insuficiente para el guepardo, ya que se distribuye ampliamente y hay pocos individuos

[Figura 4].



Es uno de los carnivoros de mayor distribucién, con dreas documentadas de més de 3.000 km?
y desplazamientos de animales trasladados superiores a 1.000 km. Sin embargo, las densidades
rara vez superan los 0,02 individuos/km? y se han registrado tan bajas como 0,0002
individuos/km?. No solo ha habido una reduccién preocupante en el rango global de guepardos,
sino que el rango actual estd extremadamente fragmentado. Todos los guepardos del mundo
estan distribuidos en 33 poblaciones. Mas de la mitad (entre unos 3.577 y 4.032 adultos y
adolescentes) se encuentran en una sola poblacién transfronteriza que se extiende por el sur de
Africa (Zimbabue, Sudéafrica, Namibia y Botswana). Apenas 400.000 km? contienen
aproximadamente el 55 % de la poblacidn conocida, gran parte de ella en tierras desprotegidas
(Weise et al., 2017).

Solo otra poblacién comprende mas de 1.000 individuos, y la mayoria de las poblaciones (91 %)
comprende 200 individuos o menos. Seis poblaciones ni siquiera llegan a los dos digitos (Durant,
SM., Mitchell, N. y Groom, R., 2017).

En Asia, el declive del guepardo ha sido particularmente precipitado. Los guepardos han sido
extirpados del 98 % de su drea de distribucidn histdrica y una poblacidon de guepardos asiaticos
esta en peligro critico de extincién. Acinonyx jubatus venaticus sobrevive sélo en Iran. En 2017
se estimaba que esta poblacién remanente comprendia menos de 50 individuos distribuidos en
tres areas principales de distribucién, pero ahora solo quedan 12 (Solo quedan 12 guepardos en
Irdn, en grave peligro de extincién, 2022).

Estos resultados respaldan la conclusién para revisar el estado de amenaza del guepardo y

considerar la inclusion de la especie en el estado de peligro de extincién (Durant et al., 2022).

FIGURA 4. Distribucién conocida de guepardos en (A) Africa y (B) Asia. El sombreado gris denota el rango histérico, y
el sombreado rojo muestra el rango donde se sabe que residen los guepardos. Los limites de las AP bajo las categorias
I-IV de la UICN estan marcados en azul. (Durant, SM., Mitchell, N. y Groom, R., 2017)


https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con1
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https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con3
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con1
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con2
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con3

5.1.3. Amenazas
La mayoria de las 38 especies de la familia Felidae, excepto el gato doméstico, estan clasificadas
como amenazadas, vulnerables o en peligro de extincidon (Thongphakdee et al., 2020). La tasa
de extincién de especies se ha acelerado en los Ultimos afios a causa del crecimiento exponencial
de la poblacién humanay al uso intensivo de recursos naturales que ello conlleva (Gomendio et
al., 2006). Entre las causas multifactoriales que afectan a la disminucion de la poblacién de
guepardos se pueden dividir en causas provocadas por el hombre, como la pérdida de habitat,
el comercio ilegal de vida silvestre y pieles (Klaassen y Broekhuis 2018; Marker y Dickman, 2004),
cambio climatico (Khalatbari et al. 2018), y causas no antrdpicas, principalmente relacionadas
con la endogamia (O'Brien et al., 1985). La mayor parte del area de distribucion residente (77 %)
se encuentra se encuentra fuera de las AP, donde el guepardo enfrenta mayores presiones por
el conflicto generalizado entre humanos y vida silvestre, por la pérdida de presas causadas por
la caza excesiva, etc. Por lo tanto, la especie enfrenta amenazas espacialmente heterogéneas
gue son mas altas fuera que dentro de las AP. Es probable que disminuyan las poblaciones en
tierras desprotegidas y en dreas protegidas pequefias o mal administradas, donde estan

expuestas a multiples amenazas (Durant, SM., Mitchell, N. y Groom, R., 2017).

5.1.4. Status de conservacion

Hay varias convenciones internacionales y diferentes planes de accidon establecidos para ayudar
con la conservacién del guepardo y su habitat. La Convencion sobre el Comercio Internacional
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) incluyé al guepardo en el Apéndice
| en 1975. Esto significa que CITES prohibe el comercio internacional de especimenes de esta
especie. La Unidn Internacional para la Conservaciéon de la Naturaleza (UICN) clasificé al
guepardo como vulnerable desde 1986 en la Lista Roja. Dos de sus subespecies Aj venaticus y
Aj hecki estan clasificados como en peligro critico. Ademas, la Convencion para la Conservacién
de Especies Migratorias y Animales Silvestres (CMS) ha incluido al guepardo en el Apéndice I.
Este es el nivel mas alto de proteccidon para una especie y significa que estan tratando de
conservar y restaurar sus habitats (Sengenberger, K., Bus, H. y Versteege, L., 2018)

El guepardo se evalia como “Vulnerable” segin la IUCN por el criterio A4b basado en una
reduccidon del tamafio de la poblaciéon del 37 % (21-51 %) durante tres generaciones
(aproximadamente 15 afios) entre 2017 - 2032 vy el criterio C1 basado en el tamafio de la
poblacién global y un declive continuo promedio proyectado. Los datos de una evaluacién
nacional integral en Zimbabue, la Unica 4rea grande que incluye paisajes protegidos vy
desprotegidos con estimaciones demograficas confiables de dos puntos en el tiempo, indican

una disminucién del 85 % en 15 arios.


https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con1
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con2
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con3

Las proyecciones de poblacidn realizadas por Durant, SM., Mitchell, N. y Groom, R. (2017)
muestran que, si los guepardos fuera de las areas protegidas estan sujetos a altos niveles de
amenaza, entonces la poblacidn mundial de guepardos puede disminuir en mas del 50 % durante
los préximos 15 afios (tres generaciones de guepardos) y, por lo tanto, los guepardos pueden
estar cerca de calificarse como “En peligro” bajo el criterio A3. Prevenir una fuerte disminucion
de las poblaciones de guepardos frente a un periodo continuo de rapido crecimiento en la
poblacién humana de Africa durante las proximas décadas sera el desafio mas serio para la

conservacion de esta especie (Durant et al., 2022).

5.2. REPRODUCCION

5.2.1. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA HEMBRA

5.2.1.1. Pubertad y ciclo sexual

Maly (2015) mediante inmunoensayos enzimaticos (EIA), concluyd que las hembras de guepardo
en cautiverio alcanzan la pubertad entre los 25 y los 30 meses. Este rango de edad se basa
Unicamente en datos fisiolégicos y no tiene en cuenta el componente conductual de
interés/receptividad reproductiva que debe existir antes de que pueda ocurrir un apareamiento
exitoso. Sin embargo, esta edad aproximada concuerda con los datos de hembras en libertad
gue supuestamente quedan prefiadas poco después de la pubertad y tienen su primera camada
en promedio a los 29 meses de edad. (Kelly et al., 1998).
Las hembras de guepardo son poliéstricas no estacionales y de ovulaciéon inducida. En
condiciones naturales, ovularan foliculos maduros solo después del apareamiento. La duracion
del ciclo de las hembras de guepardo en cautiverio muestra una amplia variacién entre y dentro
de los individuos de 5 a 30 dias (Crosier et al., 2017). Una vez que alcanzan la madurez sexual,
las hembras de guepardo experimentan ciclos que constan de cuatro fases principales.
La primera de estas fases, el proestro, normalmente dura solo un dia. El proestro es seguido por
el estro. El celo en los guepardos suele durar entre 2 y 6 dias y las concentraciones maximas de
estrogeno se observan durante aproximadamente 4 dias. A diferencia de muchas otras especies
de felinos, los signos conductuales del estro son dificiles de detectar y requieren una
observacién y experiencia considerables. (Wielebnowski y Brown, 1998). En los guepardos,
varios foliculos maduran simultdneamente, lo que puede llevar a camadas con el potencial de
multiples paternidades si las hembras se aparean con varios machos durante el celo (Gottelli et
al., 2007).
Después de que ocurra la ovulacidn, la siguiente fase del ciclo sexual marca el comienzo de la

fase luteal, el diestro. Esta fase se caracteriza por la presencia de al menos un cuerpo luteo (CL).


https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con1
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con2
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1611122114#con3

El CL produce progesterona en concentraciones similares, ocurra o no la gestacion (Maly, 2015).
La ultima fase es el anestro. En los guepardos no es infrecuente que pueda variar de 30 dias a
varios meses y rara vez es constante incluso dentro de los individuos. Las hembras adultas son
solitarias en la naturaleza, pero debido al espacio limitado, los zoolégicos a menudo agrupan a
hembras no emparentadas, lo que puede conducir a un aumento de los periodos de anestro,
especialmente en las subordinadas (Wielebnowski y Brown, 1998).

La separacidon de las hembras por una cerca o valla resultd en el reinicio de la actividad ovarica
en las hembras con supresidn reproductiva (Brown et al., 1996). Por el contrario, el alojamiento
de hembras estrechamente unidas, como hermanas juntas, resulté en un ciclo ovarico

sincrénico e ininterrumpido. (Koester et al., 2017; Wielebnowski y Brown, 1998).

5.2.1.2. Gestacion
El periodo de gestacién de los guepardos dura unos 3 meses, con un rango de 90 a 98 dias y el
periodo entre nacimientos en la naturaleza es de unos 20 meses (Kelly et al, 1998).
En cautiverio, la edad promedio de la primera reproduccién en guepardos hembras es de 61
meses (aproximadamente cinco afios). Tienen un pico reproductivo que comienza en su cuarto
afio y dura hasta los 9 afos (Sengenberger, K., Bus, H. y Versteege, L., 2018).
En la naturaleza, la edad de la primera concepcidon es poco mas de 37 meses y reanudan la
ciclicidad rapidamente cuando se pierde una camada. Los cachorros nacen durante todo el afo
tanto en cautiverio como en libertad. Sin embargo, en la naturaleza nacen mas cachorros
durante la estacién humeda en comparacidn con la estacion seca. Esto puede deberse en parte
a la abundancia de presas durante la estacién seca (Laurenson, MK., Caro, TM. y Borner, M.,
1992; Brown et al., 1996). El primer nacimiento en cautiverio documentado fue en el Zoolégico
de Filadelfia en 1956 (Marker y O'Brien, 1989).
Después del periodo de gestacidn, la hembra pare camadas de un promedio de 3 a 4 cachorros,
pero el nimero puede oscilar entre 1y 8 (Ziegler-Meeks, 2009). Los cachorros de guepardo son
altriciales al nacer y tienen un manto grueso de color gris plateado en la espalda. El manto ayuda
a camuflar a los cachorros imitando el aspecto de un animal agresivo llamado tejon de miel
[Figura 5]. Este mimetismo puede ayudar a disuadir a depredadores como leones, hienas y
aguilas de intentar matarlos. Los cachorros pierden su manto alrededor de los tres meses de
edad (Cheetah conservation fund, s.f.). Se destetan entre los primeros 4 a 6 meses de edad. De
los 6 a los 12 meses en adelante, la madre les ensefia a cazar, aunque en esta época todavia
proporciona la mayor parte de la comida. La edad promedio de independencia del cachorro de

su madre es de alrededor de 18 meses.
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Una vez que los cachorros se han separado, forman un grupo de hermanos con hembras y
machos por igual. Estos grupos permanecen juntos hasta que alcanzan unos 27 meses de edad.
Las hembras permanecerdn cerca del drea de distribucién de sus madres mientras que los
machos se irdn evitando reproducirse con parientes (Laurenson, MK., Caro, TM. y Borner, M.,

1992).

FIGURA 5. Cachorro de guepardo y tejon de miel. Fuente:
https://www.pinterest.es/pin/548735535822213811/

https://www.naturalista.mx/taxa/41834-Mellivora-capensis

Existen varios métodos para la deteccidn de la gestacidn en el guepardo, pero actualmente no
hay ninguno practico y confiable para diagnosticarla hasta la segunda mitad de esta (Crosier,
Byron y Comizzoli, 2022). El método mas utilizado es el andlisis de muestras fecales para
determinar las concentraciones de metabolitos de progestdageno mediante EIA o RIA. En general,
las concentraciones de progesterona permanecen en los niveles iniciales hasta que se induce la
ovulacidon mediante el apareamiento o la estimulacidn hormonal exégena (Adachi et al., 2011;
Brown et al., 1996; Crosier et al., 2011). Independientemente de si se produce la fertilizacion, el
CL producird progesterona en concentraciones elevadas durante aproximadamente 55 dias
(rango de 45 a 65 dias) después de la ovulacién. Este estado fisiolégico, sin el desarrollo de un
feto, se conoce como fase IUtea sin prefiez (NPLP: non-pregnant luteal phase). Si no se produce
la gestacion, el CL retrocede alrededor del dia 50 después del apareamiento y la produccion de
progesterona disminuye. En cambio, si hay gestacidn, el CL se mantiene y las concentraciones
de progesterona permanecen elevadas hasta el parto (Maly, 2015). La diferenciacién entre
gestacion y NPLP mediante la medicidn de progestagenos solo es posible después de que los
niveles vuelven a la linea de base en las hembras no prefiadas (Brown et al., 1996).

La radiografia de guepardos no anestesiados se usa rutinariamente también como una
evaluacidn precisa de la gestacidn, revelando la presencia y el nimero de fetos después de unos
55 dias tras la cubricidén/inseminacidn/transferencia [Figura 6]. Tener conocimiento del nimero
de cachorros es importante en esta especie, ya que no pueden mantener una sola cria debido a

los insuficientes estimulos de lactacion.
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Otros métodos son el ultrasonido, la ecografia y el muestreo de orina, pero no son técnicas de
rutina ya que requieren que la hembra sea ddcil y/o anestesia. Se ha demostrado también la
utilidad de medir el metabolito de la prostaglandina F2a (PGFM) en las heces (Dehnhard et al.,
2012) y se descubrié un nuevo marcador de gestacion fecal, el aumento de la cadena J de

inmunoglobulina (IGJ) (Koester et al., 2017).

< A

FIGURA 6. Caja para realizar radiografias de hembras de guepardo no anestesiadas. (A) Caja con material
radiotransparente incorporado en un lateral (*) para diagndstico de gestacién y determinacién del nimero de
cachorros. El plexiglas en el lado contrario permite ver la posicion del guepardo en la jaula (B) Radiografia de una
hembra de guepardo prefiada de 7 cachorros (flechas apuntando a la columna vertebral) en el dia 73 postcépula

(Crosier et al., 2018).

5.2.2. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL MACHO

Las concentraciones periféricas de testosterona en los guepardos jovenes aumentaran
notablemente antes de que se observe la produccién de espermatozoides fértiles en la
eyaculacion de un macho (Maly, 2015). Segun los datos de recolecciéon de semen a través de
electroeyaculacion (EE), los machos de guepardo en cautiverio comienzan a producir esperma a
los 14 meses de edad (Crosier et al., 2007). Por otra parte, segiin Maly et al. (2018) el inicio de
la pubertad en los guepardos ex situ ocurre entre los 18 y los 24 meses de edad, observando un
aumento en la composicion media y basal de andrégenos fecales. Ademas, alcanzan pesos
corporales adultos a los 21 meses de edad.

Segun Caro (citado en Crosier et al., 2018), se cree que los machos, al igual que las hembras,
alcanzan la capacidad reproductiva entre los 24 y los 36 meses de edad. Sin embargo, en las
poblaciones en libertad, generalmente no se reproducen hasta que son adultos (48 a 96 meses),
una edad en la que pueden obtener y defender un territorio de sus congéneres. En cautiverio,
la edad promedio de la primera reproduccién, medida en el momento de la concepcidn, es de

63 meses (aproximadamente cinco afios).
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Se ha demostrado que su estructura de vida social afecta a la reproduccién, ya que las
concentraciones de metabolitos de andrégenos fecales se correlacionaron positivamente con
una calidad superior del esperma en machos alojados en grupo, pero no en machos mantenidos
individualmente. (Koester et al., 2015).

Los parametros basicos del eyaculado del guepardo son un volumen de 0,2 - 3,7 ml, una
concentracion de 14,5 - 189x10%/ml y una motilidad del 44,4 - 78 %, todo dependiendo del
método de recogida y de los individuos (Crosier et al., 2018). Un hallazgo comun en los
eyaculados obtenidos en todas las poblaciones de guepardos estudiadas de machos en
cautiverio y en libertad fue el alto porcentaje (aproximadamente 75 %) de espermatozoides con
alteraciones en la forma. Algunas de estas malformaciones podemos observarlas en la Figura 7.
Se cree que la diversidad genética reducida en los guepardos contribuye a esta teratospermia
observada (definida como la produccion de >60 % de espermatozoides estructuralmente
anormales en un eyaculado) (Dobrynin et al.,, 2015). A pesar de la alta incidencia de
espermatozoides anormales, los eyaculados contienen una gran proporcion de
espermatozoides con acrosomas intactos y los guepardos se las arreglan para reproducirse con
éxito en la naturaleza. Sin embargo, sus congéneres ex situ no muestran un éxito similar, lo que

sugiere que el manejo en cautiverio y los factores ambientales también pueden ser la fuente de

este problema y no solo problemas fisiolégicos genéticos.

Una evaluacién de Crosier et al. (2007) sobre la calidad seminal del guepardo revelé que los
guepardos machos de Namibia muestran algunos efectos de estacionalidad. Con base a la
evaluacion de 200 eyaculaciones de 97 machos, se encontré que el porcentaje de
espermatozoides méviles aumenté en la estacidn seca y fria (mayo - agosto) en comparacion
con la estacion seca y calurosa (septiembre - diciembre), aunque no influyé la estacién en el

volumen general de la eyaculacién, la motilidad progresiva de los espermatozoides,

concentracién o espermatozoides mdviles totales por eyaculado.
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FIGURA 7. Morfotipos de espermatozoides de guepardo (1000x) (a) Espermatozoide con estructura morfoldgica
normal. (b—p) Formas de células pleomorficas: (b) Un espermatozoide con un acrosoma anormal. Deformidad de la
cabeza del espermatozoide, que incluye (c) microcefalia, (d) macrocefalia y (e) bi/tri/tetracefalia. Malformaciones de
la pieza intermedia, que incluyen (f) una pieza intermedia doblada con gotitas citoplasmaticas retenidas, (g) pieza
intermedia doblada sin gotitas, (h) aplasia de la pieza intermedia. Anomalias del flagelo, que incluyen (i) un flagelo
fuertemente enrollado, (j) flagelo doblado con gota citoplasmatica retenida, (k) flagelo doblado sin gota, (l)
bi/triflagelado, (m) gota citoplasmatica proximal retenida y (n) gota citoplasmatica distal retenida. (o) Una
espermatida. También se observaron otras anomalias graves del desarrollo, por ejemplo, (p) un espermatozoide

tetraflagelado microcefalico (Crosier et al., 2007).

5.2.3. BIOTECNOLOGIAS REPRODUCTIVAS
Para preservar e incrementar las poblaciones de especies amenazadas se han implementado
técnicas complementarias ex situ. Entre estas estrategias, podemos encontrar la cria en
cautividad, bancos de recursos genéticos (BRG) y el uso de biotecnologias reproductivas
(Gonzales et al., 2019).
La reproduccién de guepardos en cautiverio ha sido muy desafiante y solo ha sido exitosa de

manera regular después de la década de 1970 (Crosier et al., 2018).
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Anteriormente se habia sugerido que las deficiencias reproductivas observadas en poblaciones
ex situ podian estar relacionadas con bajos niveles de diversidad genética, sin embargo, a pesar
de estos bajos niveles, la reproduccion en la naturaleza no parece enfrentar los mismos desafios
que se han visto en cautiverio. En la naturaleza, las hembras de guepardo tienen una alta
fecundidad con hasta el 95 % de las hembras observadas teniendo cachorros con éxito
(Laurenson, MK., Caro, TM. y Borner, M., 1992). Las biotecnologias reproductivas comprenden
métodos desarrollados para lograr la gestacion cuando la reproduccién natural no es posible o
cuando se necesitan técnicas asistidas para mejorar la variacion genética de una poblacidn. Estos
métodos incluyen la recoleccidn y criopreservacion de semen, la induccidon hormonal del estro
y la ovulacidn, la aspiracidon de ovocitos, la inseminacién artificial, la fecundacién in vitro y la

transferencia de embriones (Wildt et al., 1997).

5.2.3.1. RECOLECCION DE SEMEN
Antes de la recoleccidon de semen, se deben evaluar los érganos reproductivos. Es importante
fijarse en el perimetro testicular y el tono de los testiculos para garantizar la ausencia de
anomalias y en el pene para buscar anomalias o lesiones. Para recolectar semen, se han descrito
tres métodos principales en guepardos: vagina artificial (VA), electroeyaculacién (EE) transrectal
y cateterismo uretral (CU) (Crosier et al., 2018).
La VA se ha utilizado con éxito en guepardos domesticados (criados a mano) sin sedacion. Las
muestras recolectadas tenian una calidad similar a los eyaculados recolectados por otros
métodos. Un estudio longitudinal de un solo macho que proporciondé un promedio de 26
muestras de eyaculacién mediante VA/afio desde los 2 a los 15 afios, reveld que el volumen del
semen aumentaba con la edad, y la motilidad y la concentracién alcanzaban su punto maximo
entre los 8 y los 10 afios de edad (Durrant et al., 2001).
La EE transrectal ha sido el método mas comiunmente aplicado para obtener semen de
guepardos (Wildt et al. 1983). Con esta técnica, se puede contaminar la orina debido al estrés
durante la induccién de la anestesia que provoca la miccidn y la presencia de esta en la uretra.
Ademas, los farmacos anestésicos que causan flujo retrogrado de esperma, la inexperiencia del
recolector, la colocacidon demasiado profunda de electrodos en el recto (induce la contraccién
de la vejiga) y edad de los animales pueden contribuir también a la contaminacién (Marrow et
al.,, 2015). Esta contaminacidon puede determinarse mediante la medicion del pH (<8,7), el
aspecto de la eyaculacion (amarillento) y la observacién microscopica de los cristales de orina

(Crosier et al., 2007)
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El tercer método es la recoleccion de semen por CU. Es una técnica mds nueva que rara vez se
usa para guepardos porque tiende a producir menos volumen y concentraciones mas bajas de
esperma, a pesar de que requiere menos experiencia o equipo técnico en comparacion con la
EE. Se usa la medetomidina, de la familia de los agonistas a2, como agente anestésico ya que
induce la liberacion de espermatozoides en la uretra. El esperma se recolecta por aspiracién con

un catéter urinario (Crosier et al., 2018).

5.2.3.2. CRIOPRESERVACION DE SEMEN

Para la conservacién de los espermatozoides obtenidos y su uso en el futuro, se utiliza la
criopreservacion. Sobre todo, la congelacidn, si bien el acrosoma de los espermatozoides de los
guepardos es especialmente sensible a la criopreservacién. Los espermatozoides generalmente
se crioconservan utilizando glicerol, que a su vez contribuye al flujo de fluidos y al estrés
osmotico y puede alterar la integridad de la membrana celular (Pukazhenthi et al, 2002). La
mayor parte del dafio durante la crioconservaciéon es causada por el crioprotector y el
movimiento del agua a través de las membranas espermaticas durante el equilibrio inicial antes
de la congelacién y nuevamente durante la descongelacion cuando este se elimina y la célula se
rehidrata.

En un estudio realizado por Crosier et al. (2009) se comprobd que mediante el procesamiento
con el gradiente “Accudenz®” aproximadamente el 40 % o mas de los espermatozoides
descongelados retuvieron los acrosomas intactos mientras mejoraba la motilidad general en al
menos un 10 %. En comparacién con el control, el procesamiento con “Accudenz®” aumento la
proporcién de espermatozoides estructuralmente normales recuperados. La morfologia de los

espermatozoides se evalué mediante microscopia de contraste de fase.

5.2.3.3. CONTROL DEL CICLO
El control del ciclo requiere protocolos que incluyen gonadotropinas exdgenas, gonadotropinas
coridnicas equinas (eCG) y humanas (hCG), particularmente hCG, que tiene propiedades
similares a la LH para inducir la ovulacion en félidos (Conforti et al., 2013). La aparicidn de picos
de estradiol naturales y su deteccidn en las hembras es importante para la eficacia de los
protocolos de gonadotropinas exdgenas. La administracion de estas induce la ovulacion, pero el
éxito es variable y a menudo mejora si los ovarios estan inactivos, por eso Crosier et al. (2017)
examinod el efecto del momento de la administracion de gonadotropinas coridnicas exdgenas
equinas y humanas (eCG - hCG) dentro del patron de concentracion de estrogenos en el

posterior desarrollo folicular y la calidad de los ovocitos y el cuerpo luteo.
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Cuando el tratamiento se dio al menos 3 dias (72 h) después de un pico de estradiol detectado,
se recuperaron mas ovocitos viables y se produjeron patrones de progestageno mas normativos
después de la aspiracion en comparacién con las hembras que recibieron gonadotropinas <2
dias después del pico de estradiol. También demostré que la suplementacidn con progestina
exdgena (Altrenogest®) es efectiva para suprimir la actividad folicular, puede contribuir a
reducir la produccidn de glucocorticoides y puede resultar en una induccién de la ovulacién mas
efectiva a través de los procedimientos con gonadotropinas.

Por otra parte, Howard et al. (1997) evalud la sensibilidad ovarica a las gonadotropinas exdgenas
en el guepardo. Se les administré a 18 hembras inyecciones de 100, 200 o0 400 Ul de eCG y 100
0250 Ul de hCG 80 h después. Los ovarios se examinaron por laparoscopia a las 43 - 48 h después
de hCG. Todas las dosis de gonadotropina estimularon la actividad ovarica pero el éxito de la
ovulacién y la morfologia del CL variaron con el tratamiento. Las dosis de eCG mas altas e
intermedias dieron como resultado la ovulacion en una alta proporcién (72 - 100 %) de hembras.
La dosis mas baja de eCG, aunque capaz de estimular el desarrollo folicular, comprometié la
ovulacion y resulté en pocas hembras postovulatorias (<26 %). Se observaron CL pequeiios (2 -
4 mm de didmetro) con la dosis de eCG mas alta y mas baja, y CL grandes (5 - 8 mm de didmetro)
se asociaron con dosis de eCG intermedias.

En un estudio a gran escala de Crosier et al. (2011) se vio que la edad de la hembra no afecta a
la respuesta ovarica a las gonadotropinas exdgenas y la calidad de los ovocitos, pero si el estado
del resto del genital, ya que se observaron hembras de edad avanzada con hiperplasia
endometrial y otras patologias relacionadas. Esto indica que la FIV y la transferencia de
embriones pueden ser Utiles para "rescatar" el genoma de guepardos no reproductivos. Esta
estrategia también permite la recoleccidn de gametos y material genético de hembras
genéticamente valiosas que de otro modo no podrian reproducirse debido a su salud o
comportamiento. Después de la FIV, los embriones pueden transferirse a hembras jévenes y

sanas con un valor genético mas bajo o ser preservados en los bancos de material biolégico.

5.2.3.4. INSEMINACION ARTIFICIAL
La IA intrauterina se realizé por primera vez en el guepardo a principios de la década de 1990.
Debido al escaso éxito reproductivo en cautiverio, el desarrollo de técnicas de IA se ha
perseguido aln mas. Hay tres componentes principales importantes para el éxito de la IA: el
momento correcto para inducir el crecimiento folicular y la ovulacion mediante hormonas, la
disponibilidad de semen de calidad aceptable y la colocacién de la muestra de semen en el lugar

apropiado del tracto reproductivo de la hembra en el momento éptimo (Crosier et al., 2018).

17



La concentracidn de espermatozoides tiene una fuerte influencia en el éxito del procedimiento
de inseminacién. En general, se prefieren los espermatozoides frescos o refrigerados al semen
congelado debido al dafio sustancial a las membranas acrosdmicas y la pérdida de células
moviles durante el proceso de criopreservacion (Crosier et al., 2006). Sin embargo, en
guepardos, la IA con semen fresco y congelado ha dado gestaciones exitosas después de la
deposicién intrauterina a través de un abordaje laparoscépico (Howard y Wildt, 2009).

Las hembras domesticadas podrian ser entrenadas para la deposicion intravaginal de esperma
recién recolectado con una alta concentracién, (10’—10%células/ml) (Pelican et al., 2006),
mientras que, para los eyaculados con voliumenes pequefios, baja concentracién de
espermatozoides o semen congelado se tiene que realizar mediante inyeccién intraoviductal o
colocacién intrauterina profunda con anestesia total (Howard et al., 1997). Los métodos sin
anestesia requieren que la IA se lleve a cabo antes de la ovulacion para permitir el paso del
cuello uterino y el transporte de esperma.

El primer nacimiento documentado de un cachorro de guepardo como resultado de la IA fue en
1991 gracias a un trabajo de un estudio de Howard et al. (1992). Siete hembras fueron
estimuladas hormonalmente y posteriormente evaluadas por laparoscopia en busca de CL
frescos. La ovulaciéon se indujo con éxito en todas (rango: 3 - 13 CL entre las hembras). Seis de
las hembras fueron inseminadas por laparoscopia depositando esperma obtenido por
electroeyaculacién y depositado via transabdominal en la cara proximal de cada cuerno uterino.
Una hembra inseminada con 10x10° espermatozoides mdviles a las 42,5 h después de la
administracién de la hCG, quedd gestante y tuvo un solo cachorro vivo después de 95 dias.

En otro estudio de Howard et al. (1997) se realizaron 19 procedimientos intrauterinos
laparoscopicos para inseminar a varias hembras. Seis de las 13 hembras, todas a las que se les
administré 200 Ul de eCG/100 Ul de hCG, quedaron prefiadas. Las que se quedaron prefiadas
habian sido inseminadas con el doble de concentracién de espermatozoides méviles (15,8 +
3,8x10°%) que las que no se quedaron (8,0 + 2,4x10°). Nacieron 12 cachorros vivos.

A pesar de los continuos intentos, el ultimo cachorro de guepardo vivo obtenido por IA fue en

2003 (Crosier, Byron y Comizzoli, 2022).
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5.2.3.5. FECUNDACION /N VITRO, OBTENCION Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

Las primeras investigaciones sobre la fecundacidn in vitro (FIV) se centraron en la recuperacién
de ovocitos de tejidos ovaricos que se recolectaron después de una ovariohisterectomia o de
hembras fallecidas. Debido a que no se usé estimulacién con gonadotropinas, solo el 8 % de
estos ovocitos maduraron después de su proceso de maduracidn in vitro y ninguno fue
fertilizado con éxito en cultivo (Johnston et al., 1991). Las técnicas de FIV adaptadas al guepardo
han sido utiles para comprender el desarrollo folicular, inducir la maduracién del évulo y la
ovulacién, estudiar la funcion del esperma, la interaccién de los gametos y el desarrollo del
embrion (Donoghue 1992).

Crosier et al. (2011) llevo a cabo un estudio mediante el cual las hembras fueron estimuladas
con eCG y hCGy de los ovocitos aspirados por via laparoscdpica se evalud su calidad morfolégica,
se realizd un proceso de maduracidn (proporcion en metafase Il) y se estudid su capacidad para
fertilizarse y formar embriones. El 41 % de los embriones que evidenciaron procesos de divisiéon
celular, progresaron al menos a la etapa de desarrollo de 8 células in vitro, con el 24 % de todos
los embriones divididos desarrollandose hasta la etapa de mérulay el 5 % formando blastocistos
[Figura 8]. Este fue el primer informe de embriones de guepardo en etapa de blastocisto
producidos in vitro. Cabe destacar que solo se utilizd esperma de guepardo crioconservado para
la FIV de ovocitos maduros, lo que resulté en una fertilizacion del 70 % de todos los ovocitos en
metafase Il.

Estos resultados indican que una proporcion significativa de ovocitos de hembras de edad

avanzada tienen capacidad de desarrollo in vitro.

FIGURA 8. Mérula (A) y blastocisto (B) producidos por FIV (microscopia éptica), asi como blastocisto de guepardo (C)

tefiidos con Hoechst para evaluar el nimero de blastémeros. Barra= 50 um (Crosier et al., 2011).
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Existe una poblacidon de guepardos de la Asociacién de Zooldgicos y Acuarios (AZA) que se
gestiona a través de un Plan de Supervivencia de Especies (SSP), y actualmente hay unos 350
guepardos, lo que representa una reserva genética para la poblacién que esta en libertad. El
éxito reproductivo dentro del SSP es pobre, con menos del 20 % de las hembras teniendo
descendencia. Gracias a un proyecto de Crosier et al. (2020), nacieron los dos primeros
guepardos por FIV.

Se recolecté semen de 3 guepardos adultos mediante electroeyaculacion bajo anestesia.
Después de todo el proceso de comprobacidn y evaluacidn, se cargaron pajuelas estériles a una
concentracién de unos 60x10° espermatozoides mdviles/ml. Se congelaron en nitrégeno liquido
y se almacenaron hasta la FIV. Los ovocitos se recolectaron de las hembras donantes mediante
laparoscopia. Cada hembra donante recibid la misma estimulacion hormonal. Durante la
laparoscopia, se confirmd que todas las donantes desarrollaron foliculos en respuesta a la

estimulacién de eCG/LH [Figura 9a].

FIGURA 9. Imagenes representativas de laparoscopia. Ovario de la donante (a) con foliculos preovulatorios (areas
mas oscuras) que luego fueron aspirados para recuperar los ovocitos. Ovario con puntos de ovulacién frescos
(manchas rojas brillantes) y oviducto de la receptora (b) durante la transferencia embrionaria oviductal. Barra= 10
mm. (Crosier et al., 2020).

De los ovocitos recuperados solo se conservaron los de grado 1y 2 para la fertilizacion.

Las pajuelas individuales se descongelaron y se comprobd la concentracion de esperma
(aproximadamente solo quedaron 1 millén de espermatozoides modviles/ml). Después de la
descongelacion, las muestras utilizadas presentaron buenos porcentajes de motilidad
espermatica. Se agregaron 5uL de esperma en cada pocillo que contenia los ovocitos
seleccionados. Luego se colocaron las placas de fertilizacién a 38,5 2C en la incubadora con una
atmoésfera humidificada con un 5 % de CO, durante 18-22 h. Después de la fertilizacidn, los
presuntos cigotos se lavaron con un medio especifico y se dejaron desarrollar en una atmaésfera

humidificada con un 5 % de CO, durante 24 h.
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Solo los embriones divididos se transfirieron a las receptoras mediante laparoscopia [Figura 9b].
Cada hembra receptora recibié la misma dosis de hormonas que las donantes.

La transferencia de embriones fue intraoviductal y se transfirieron un total de 20 embriones a 3
receptoras. Recibieron 5, 6 y 9 embriones respectivamente. El dia de la laparoscopia, la
receptora que tenia mas CL y recibié la mayor cantidad de embriones (n=9) y fue la que
establecié la gestacidn. Se recolectaron muestras fecales (4-5 por semana) durante 9 semanas.
Se detectd que una receptora estaba gestante 32 dias después de la transferencia de embriones
(34 dias después de la FIV). Se confirmd por ultrasonografia y se determind el nimero de
cachorros en esta misma 62 dias después de la transferencia mediante radiografia [Figura 10].

La hembra parié dos cachorros 92 dias después de la FIV.

FIGURA 10. Seguimiento de la gestacion de la hembra receptora mediante ultrasonografia 32 dias después de la
transferencia, la flecha apunta a la vesicula embrionaria llena de liquido (a) y radiografia 62 dias después de la
transferencia, los esqueletos mineralizados de ambos cachorros son visibles dentro del circulo (b) (Crosier et al.,

2020).

5.2.3.6. BANCOS DE RECURSOS GENETICOS
Las biotecnologias reproductivas han aportado soluciones alternativas para facilitar el manejo
genético de poblaciones de especies en peligro, como el desarrollo de bancos de recursos
genéticos (BRG) (Wildt et al., 1997). Los BRG permiten el almacenamiento de semen, dvulos y
embriones congelados, ademds de otros tejidos. La ventaja principal de dichos bancos es que
permiten mantener la variabilidad genética de una especie en forma casi indefinida. Pueden
permitir el movimiento de material genético entre poblaciones y emplearse muchos aios
después de la muerte de un animal. La posibilidad de inseminar hembras con semen congelado
también aumenta la eficiencia de la cria en cautividad puesto que se pueden elegir los
apareamientos que minimicen los efectos de la consanguinidad sin necesidad de someter a los
animales al estrés de cambios continuos de grupo social, y sin los riesgos de que
incompatibilidades de tipo comportamental impidan apareamientos aconsejables desde un

punto de vista genético (Gomendio et al., 2006).
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Es crucial mantener o recuperar tamafnos de poblacién suficientemente grandes, mientras se
preserva la variacion existente a través del almacenamiento a largo plazo de espermatozoides y

ovocitos viables (Schmidt-Kiintzel et al. 2018).

5.3. PLANES Y HERRAMIENTAS DE CONSERVACION

Vivimos en un mundo caracterizado por la pérdida de biodiversidad y el cambio climatico global
(Prost et al., 2022). La baja densidad de guepardos en toda su area de distribucion significa que
se requieren acciones de conservacién en una escala que rara vez se ve en la conservacion
terrestre. Esto incluye la cooperacidn transfronteriza, la planificacién del uso de la tierra en
grandes paisajes para mantener la conectividad del habitat y la mitigacién de conflictos entre
humanos y vida silvestre (Durant et al., 2022).

Hay un libro que tiene el propdsito de registrar todos los guepardos del mundo que se
encuentran tanto en zooldgicos como en instalaciones privadas y proporcionar informacion
sobre los animales existentes, el Libro genealdgico internacional de guepardos. Las decisiones
de reproduccion en cautividad estan guiadas por los datos genealdgicos de estos libros (Schmidt-
Klntzel et al., 2018). El Libro de 2020 es la trigésima edicidon del registro mundial de guepardos
en cautiverio. Esta combina toda la informacién disponible del periodo del 1 de enero de 2020
al 31 de diciembre de 2020. La poblacién de guepardos en cautiverio el 31 de diciembre de 2020
era de 1851 animales en 272 instalaciones conocidas en 46 paises. Durante este periodo se
registraron 200 animales nuevos, que representan nacimientos y animales capturados en la
naturaleza recién importados. De las nuevas incorporaciones, 146 fueron nacimientos en
establecimientos de cautiverio. 39 de las nuevas adiciones fueron confiscaciones realizadas por
el equipo del Cheetah Conservation Fund que trabaja en Somalilandia, del comercio ilegal de
vida silvestre. De estos 200 guepardos recién registrados, 28 murieron antes de finales de 2020,
dejando 172 aun vivos en la poblacidn cautiva a finales de afio (Marker y Johnston, 2022).

Una herramienta de conservacién que se utiliza cada vez con mayor frecuencia es la
translocacion. Es el movimiento deliberado de individuos de especies de un sitio para su
liberacion a otro (Seddon et al., 2007) que se utiliza para mitigar los conflictos entre humanos y
vida silvestre, asegurar la viabilidad de poblaciones aisladas e introducir o reintroducir
poblaciones en areas de distribucién anteriores o nuevas (Van der Meer, E., Sousa, L., y
Loveridge, A., 2021). Con los programas de reintroduccién se puede llevar a cabo la liberacién
de guepardos en pequeiias poblaciones existentes o el restablecimiento de la conectividad entre
poblaciones fragmentadas de guepardos para impulsar la diversidad genética a escala local,
minimizando asi los problemas genéticos y demograficos asociados con poblaciones pequefias

(Boast et al., 2018).
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Existen planes de accidn nacionales de conservacién para la mayoria de los estados del drea de
distribucidon. Durante la década de 1990 empezaron a implantarse los programas de
conservacién africanos, por ejemplo, Laurie Marker fundé Cheetah Conservation Fund (CCF) en
Namibia el afio 1990. Cada plan de accién de conservaciéon nacional es publicado por las
autoridades gubernamentales de vida silvestre y representa el compromiso de cada estado con
la conservacidn del guepardo. Si bien existen algunas diferencias entre los planes y estrategias
individuales, en términos generales todos abordan objetivos para mejorar la capacidad nacional
para la conservaciéon y el manejo del guepardo; aumentar la conciencia y el compromiso politico
con la conservacidn del guepardo; promover la coexistencia del guepardo-humano; mejorar la
planificaciéon del uso de la tierra y reducir la fragmentacion del habitat; mejorar la politica y la
legislacidn; y abordar las necesidades de informacién sobre la conservacion del guepardo. Los
proyectos locales y nacionales y las ONG son fundamentales para este proceso, asi como los
gobiernos, y la implementacién de los planes y estrategias (Durant et al., 2022).

En general, la necesidad de conservar el guepardo no viene a la mente de la mayoria de los
agricultores de Africa ya que han perdido ganado o animales de caza debido a la depredacién
de este. Los habitantes de esos paises viven en la pobreza y, por tanto, tienen preocupaciones
mas importantes que las poblaciones decrecientes de guepardos, por lo que cualquier estrategia
de conservacion efectiva debe ser multidisciplinaria, relevante y apropiada para la situacion
local. La mejor solucion es la educacion. Sin embargo, el valor de dicha educacion sera limitado
si las personas aun sufren pérdidas a causa de los depredadores, por lo que trabajar con los
agricultores para tratar de reducir las tasas de depredacidn sera muy importante para reducir el
problema del conflicto entre humanos y guepardos. Se han tomado varias medidas con este fin,
incluida la colocacion de perros guardianes de ganado (Marker, 2007).

En Irdn, los pastores locales son también la causa mds importante de mortalidad inducida por
humanos, generalmente en asociacidon con perros pastores. Los disparos intencionales o el
envenenamiento de guepardos son poco comunes posiblemente porque encontrarse con
guepardos en la naturaleza es raro, pero hay puntos criticos de colisiones entre guepardos y
vehiculos que no se solucionan. El desarrollo minero insostenible y sus impactos secundarios
asociados, como la alteracién del habitat, la expansién de la infraestructura, la migracién
humana vy la caza ilegal también suponen un problema (Eslami, Gholikhani y Moganaki, 2017).
Es fundamental que se reduzcan las principales fuentes de mortalidad antropogénica. Se deberia
exigir la asistencia a talleres educativos destinados a abordar el comportamiento de los pastores

hacia los guepardos (y otros animales salvajes) (Farhadinia, 2017).
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6. CONCLUSIONES

Tras la realizacidn de este trabajo de fin de grado en el que se ha llevado a cabo una revisién de
las biotecnologias reproductivas del guepardo enfocadas a su conservacion, he llegado a las

siguientes conclusiones:

1. A pesar del nimero reducido de individuos y de su baja variabilidad genética, el
guepardo ha conseguido sobrevivir en la naturaleza y es capaz de reproducirse con
cierto éxito en ella.

2. En cambio, ha tenido muchos problemas para reproducirse en cautiverio por lo que las
biotecnologias reproductivas van cobrando cada vez mds importancia en su entorno.

3. ParalaFIVylalAsetienen que conocer muy bien todas las caracteristicas de la hembra
para inducir el crecimiento folicular y la ovulacién en el momento correcto y del macho
para disponer de un semen de calidad aceptable y lograr el éxito reproductivo.

4. Métodos confiables y aplicables para la determinacion de la prefiez antes de los 55 dias
tras la cubricion o métodos de reproduccion asistida ayudarian a mejorar las
condiciones de cria y el manejo del guepardo.

5. Los bancos de recursos genéticos son una valiosa opcion para preservar a largo plazo el
semen, 6vulos, embriones y otros tejidos de animales vivos o que han muerto y asi
poder mantener la variabilidad genética durante tiempo indefinido.

6. Hay que concienciar a la poblacién para intentar reducir al maximo las amenazas que
sufren los guepardos, e implementar planes de conservacién para ayudar a que

sobreviva la especie.

24



Conclusions

After carrying out this end-of-degree project in which a review of the reproductive
biotechnologies of the cheetah focused on its conservation has been done, | have reached the

following conclusions:

1. Despite the small number of individuals and its low genetic variability, the cheetah has
managed to survive in the wild and is capable of reproducing with some success in the
wild.

2. On the other hand, it has had many problems reproducing in captivity, which is why
reproductive biotechnologies are gaining more and more importance in its
environment.

3. For IVF and Al, it is necessary to know very well all the characteristics of the female to
induce follicular growth and ovulation at the correct time and of the male to have semen
of acceptable quality and achieve reproductive success.

4. Reliable and applicable methods for determining pregnancy before 55 days after mating
or assisted reproduction methods would help improve breeding conditions and
management of cheetahs.

5. Geneticresource banks are a valuable option for long-term preservation of semen, eggs,
embryos, and other tissues from animals that are alive or have died, and thus be able to
maintain genetic variability for an indefinite period of time.

6. We must raise awareness among the population to try to minimize the threats suffered

by cheetahs, and implement conservation plans to help the species survive.
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7. VALORACION PERSONAL

Los félidos son de las especies que mas me gustan, por eso me parecia interesante realizar mi
trabajo de fin de grado sobre una de ellas. La reproduccién y las biotecnologias reproductivas
también son un tema que me apasiona por lo que me ha gustado mucho poder profundizar mis
conocimientos sobre ello conjuntamente.

La situacién en la que se encuentra el guepardo es grave y es muy necesario aplicar medidas
para evitar que desaparezca. Todas estas biotecnologias anteriormente explicadas son de gran
ayuda y son un avance para la conservacion de la especie, pero queda aun mucho trabajo por
delante en este ambito por lo que no se debe parar de investigar ni de realizar estudios sobre
su reproduccion para poder implementar de manera rutinaria estas técnicas.

La supervivencia del guepardo debe ser responsabilidad de todos, no solo de los gobiernos y los
conservacionistas.

Durante mi busqueda de informacion en revistas y articulos cientificos aprendi mucho mas de
lo que me esperaba sobre otros temas que no tenia tan en mente como por ejemplo las
poblaciones que conviven con guepardos en la naturaleza, sobre los planes de conservacién,
sobre todas las acciones que realizan las instituciones como CCF, etc. Gracias a este trabajo

tengo aun mas claro a lo que me quiero dedicar en un futuro.
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