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1. Resumen

Para mantener y reforzar las poblaciones de felinos salvajes es necesario utilizar estrategias de
conservacién tanto en los habitats naturales como en centros de recuperacion o zoolégicos. Para
ello, es necesario conocer su biologia reproductiva y, asi, mejorar su reproduccién para
mantener y aumentar su diversidad genética, favoreciendo las poblaciones sostenibles de
felinos silvestres. Existe una problematica ante la escasa informacidn sobre los felinos salvajes y

su correcta forma de conservacion en zoos, lo que dificulta este objetivo.

Por ello, en esta memoria se han recopilado las técnicas de reproduccién asistida (ARTs)
empleadas para ayudar a la Familia Felidae contra la extincién, tales como la inseminacion
artificial (IA), fecundacion in vitro (IVF), inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl),
transferencia de células nucleares somadticas (SCNT), transferencia de embriones o

crioconservacion.

2. Abstract

Maintaining and strengthening wild cat populations requires conservation strategies both in
natural habitats and in recovery centers or zoos. For this, it is necessary to know their
reproductive biology and, thus, improve their reproduction to maintain and increase their
genetic diversity, favouring sustainable populations of wild cats. There is a problem with the
scarce information about wild cats and their correct form of conservation in zoos, which makes

this objective difficult.

Therefore, this report has compiled the assisted reproduction techniques (ARTs) used to help
the Felidae Family against extinction, such as artificial insemination (Al), in vitro fertilization
(IVF), intracytoplasmic sperm injection (ICSl), somatic cell nuclear transfer (SCNT), embryo

transfer or cryopreservation.



3. Introduccion

Actualmente, en la Familia Felidae se reconocen dos subfamilias (Felinae y Pantherinae), 14
géneros y 40 especies, distribuidos en todos los continentes, excepto en Oceania y la Antartida
(Clavijo y Ramirez, 2009). La mayoria de ellos, excepto los gatos domésticos, estan clasificados
como amenazados, vulnerables o en peligro debido a la caza ilegal, pérdida de habitat o

degradacion (Thongphakdee et al., 2020).

El origen de los felinos data de mas de 50 millones de afios, cuando se separd el linaje de canidos
y félidos. Entre 20 y 16 millones de afios antes aparecié el primer felino, denominado
Pseudaelurus, del cual descendieron los demas felinos actuales. Hace menos de 2,5 millones de
afios, durante el Pleistoceno, se diferencié otro linaje del que se originan los linces y grandes

gatos (Ceballos et al., 2010).

3. 1. Taxonomia

Con el fin de realizar un estudio adecuado sobre las diferentes especies felinas, se procederd a

realizar una descripcidn detallada de su clasificacion filogenética:

REINO Animal
TIPO Cordados
SUBTIPO Vertebrados
SUPERCLASE Gnatostomados
CLASE Mamiferos
SUBCLASE Terios
INFRACLASE Euterios
COHORTE Ferungulados
ORDEN Carnivoros
SUBORDEN Feloides
FAMILIA Félidos

Tabla 1. Taxonomia de la familia Felidae (Gutiérrez, 2006)

Dentro de la familia de los félidos, se distinguen los siguientes géneros:



» Género Acinonyx: donde encontramos Unicamente a la especie Acinonyx jubatus

(guepardo) (Fig. 1), el cual tiene una amplia distribucién desde las praderas abiertas del

centro de la India hasta el suroeste de Asia, Arabia y Africa (Krausman y Morales, 2005).

> Género Panthera: el cual contiene a todos los felinos grandes: Panthera leo (leén),

Panthera tigris (tigre), Panthera onca (jaguar) y Panthera pardus (leopardo) (West,

Heard y Caulkett, 2014).

O

Panthera leo: se distribuye por regiones abiertas del Africa subsahariana e India
(Yamaguchi et al., 2004) (Fig. 2).

Panthera tigris: se localiza en zonas con una cubierta vegetal grande, con acceso
constante a agua y grandes presas de zonas como Asia, sobre todo la India,
Nepal, Butan, Bangladesh y Siberia (Gutiérrez, 2006) (Fig. 3).

Panthera onca: habita en zonas donde abunde el agua como bosques junto a
rios, lagos, ... desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de Argentina (Perovic
y Herrdn, 1998) (Fig. 4).

Panthera pardus: habita bosques de grano, montafias, ambientes semiaridos y

areas suburbanas en todo Africa subsahariana, medio Oriente y desde el sur de

Asia hasta el lejano oriente ruso (Stein y Hayseen, 2013) (Fig. 5).

» Género Felis: de este género destacan las especies Felis concolor (puma), Felis silvestres

(gato montés), Felis pardalis (ocelote) y Felis serval (serval) (Gutiérrez, 2006).

O

O

O

Felis concolor: lo encontramos distribuido por todo el continente americano
(Currier, 1983) (Fig. 6).

Felis silvestris: tiene preferencia por los bosques de Europa, Asia y Africa (Randi
et al., 2001) (Fig. 7).

Felis pardalis: al igual que el puma, se encuentra por toda América (Gutiérrez,
2006) (Fig. 8).

Felis serval: localizado en el sur de Africa (Smithers, 1978) (Fig. 9).

» Género Lynx: donde distinguimos a la especie Lynx pardinus (Lince Ibérico) y al Lynx Lynx

(Lince Boreal) (Garcia-Perea, 1996).

O

Lynx pardinus: distribuido por el cuadrante suroeste de la peninsula ibérica
(Vargas y Breitenmoser, 2009) (Fig. 10).
Lynx lynx: su rango geografico abarca desde el centro de Europa del este hasta

Asia oriental (Schmidt, Ratkiewicz y Konopinski, 2011) (Fig. 11).



Figura 5. Panthera pardus (Lombardo, 2010) Figura 6. Felis concolor (Hume, 2005)

Figura 7. Felis silvestris (Hun, 2018)

Figura 8. Felis pardalis (Medau, 2004)



Figura 10. Lynx pardinus (Delso, 2005)

Figura 11. Lynx lynx (Cerniauskas, 2023)
3. 2. Alimentacién

Son carnivoros estrictos, que aprovechan las distintas presas en cada lugar particular. En su dieta
se pueden identificar presas bdsicas y presas que son alternativas (Chinchilla, 1997). Se ha
observado que los leones africanos y los pumas consumen pequefos trozos de hueso, a menudo
de individuos jovenes. Sin embargo, la mayor parte de la dieta de los grandes felinos esta
compuesta de carne. Los felinos existentes son reconocidos como una de las familias
morfoldgicamente mas uniformes entre los carnivoros (Parkinson, Plummer y Hartstone-Rose,

2015).

Han sufrido algunas adaptaciones para cazar a sus presas como cambios en la coloracién que les
permite pasar desapercibidos entre la vegetacion; una capa reflectante en los ojos, llamada
tapetum lucidum, que les permite ver en la oscuridad debido a sus habitos nocturnos o sus largas

vibrisas que funcionan como receptores del sentido del tacto (Ceballos et al., 2010).

Son digitigrados con garras fuertes, curvadas y retractiles (solo parcialmente en el guepardo) lo
que les facilita la caza. En general, son depredadores que acechan a la presa y la atacan de un

salto o tras una corta carrera (Gutiérrez, 2006).



El ocelote se alimenta de presas de menor tamafio que el jaguar y el puma. En estas especies se
aprecia que los mamiferos son las presas principales, mientras que las aves y los reptiles resultan

menos importantes (Chinchilla, 1997).

Sus técnicas de caza a corta distancia hacen de éstos, animales solitarios, excepto los leones que
viven en manadas y los guepardos adultos jovenes que ocasionalmente se encuentran en
parejas o trios. A pesar de todas las caracteristicas mencionadas, el éxito en su caceria es bajo

(Ceballos et al., 2010).
3. 3. Comportamiento

Segun un modelo de etograma comun a todas las especies felinas se pueden observar distintos

tipos de comportamientos como se muestra en la Tabla 2:

Categoria Comportamiento
Descanso Acostarse, estacion, autoacicalamiento
Alimentacion Comer/Beber

Caminar, aproximacion, saltar/trepar, arafiar/rascar,

Actividad correr, restregarse, revolcarse, manipular/lamer un
objeto
Socializacion Acicalamiento social, atacar/jugar, grufiir
Otros comportamientos Olfatear, comer hierba, vocalizar, orinar/defecar

Tabla 2. Definicion de los comportamientos del etograma (Urrutia et al., 2023)

Los tigres son animales solitarios y nocturnos, ferozmente territoriales y que cazan mucho. Las
hembras pueden tener un territorio de 20 km?, mientras que el de los machos es mas extenso
(alrededor de 80 km?). Los machos pueden permitir la entrada de varias hembras a su territorio,
pero no toleran la entrada de otros machos, volviéndose violentos y pudiendo terminar con la

vida de otros machos (Sosa, 2012).

En ocasiones, los felinos salvajes en cautividad muestran cambios en su comportamiento que
podrian ser sefiales de una falta de bienestar. Estos cambios incluyen estereotipias
(comportamientos repetitivos que pueden surgir como resultado de una enfermedad o de los
intentos repetidos por adaptarse a un ambiente dificil; siendo las estereotipias de
desplazamiento las mas frecuentes en los felinos salvajes en cautividad), aumento de la
conducta agresiva, y la reduccién del consumo de alimento y de la conducta exploratoria.

(Vargas y Breitenmoser, 2009).



3. 4. Reproduccion

El gran nimero de especies de felinos y su amplia distribucién geografica determina muchas de
las particularidades de la especie, especialmente en los aspectos reproductivos. La
estacionalidad reproductiva es uno de los aspectos mads variables entre especies; mientras que
en los gatos domésticos estan influidos por el fotoperiodo, en la naturaleza, también dependen

de los suministros de alimentos durante las estaciones (da Paz, 2012).

3.4.1. Reproduccidn en hembras

Tanto los ovarios de los felinos salvajes como del gato doméstico se localizan caudales a los
rifiones y estan conectados proximalmente por el ligamento suspensor, y dorsalmente por el
mesovario. El Utero es bicorne y el cuerpo uterino se divide internamente por un tabique
incompleto. El cuello uterino es corto, pero se abre en un angulo cercano al orificio vaginal.

Presentan una placenta de tipo endoteliocorial zonal (Cocchia et al., 2015).

A diferencia de los gatos domésticos, muchas especies de felinos salvajes en cautividad suelen
mostrar signos de receptividad sexual como serian el frotamiento, lordosis o cola levantada
(Thongphakdee et al., 2020). Sin embargo, si es destacable la vocalizacién y el balanceo como
muestra de celo en leones asiaticos (Panthera leo pérsica) (Umapathy et al., 2007). La duracidn
del estro parece similar en todas las especies felinas, excepto en gatos domésticos, gatos de las
arenas (Felis margarita), gato herrumbroso (Prionailurus rubiginosus), jaguares (Panthera onca),
leopardos de las nieves (Panthera uncia) y pantera nebulosa (Neofelis nebulosa) donde su
duracién es mas larga (Andrews et al., 2018). La citologia vaginal, ecografia y la monitorizacion
de la actividad ovdrica no son métodos que se puedan utilizar en animales salvajes sin ser

anestesiados (Thongphakdee et al., 2020).

Los patrones de estro pueden darse tanto por ovulacién inducida como espontdnea. El aumento
espontdneo de progestagenos después de las oleadas de estrégeno es raro o inexistente en el
tigre (Panthera tigris), leopardo de las nieves (Panthera uncia), ocelote (Leopardus pardalis),
puma (Felis concolor), leopardo tigre (Leopardus tigrinus), guepardo (Acinonyx jubatus) y el lince
(Lynx pardinus, Lynx canadensi, Lynx lynx). Sucede, de forma ocasional, en el ledn (Panthera leo),
manil (Otocolobus manul), leopardo (Panther pardus), gato pescador (Prionailurus viverrinus), y
regularmente en el margay (Leopardus wiedii), pantera nebulosa (Neofelis nebulosa) y gato
doméstico (Felis silvestris catus). En algunas especies de ciertos taxones, la ovulacion
espontdnea ocurre de manera mas frecuente cuando las hembras se mantienen juntas, mientras
gue en otros la ovulacidn inducida se produce si se mantienen aisladas. Asi, dentro de la misma

taxonomia, los mecanismos de ovulacién estan regulados de diferente forma dependiendo de



la especie y de las respuestas individuales especificas a estimulos psicosociales y/o fisicos

(Cocchia et al., 2015).

El ciclo estral, la duracién de la gestacion y el nUmero de crias observados en las diferentes

especies de neotropicales felinos salvajes estan descritos en la Tabla 3.

Especie Estro Ciclo estral Gestacion Crias
(dias) (dias) (dias) (n9)

L. pardalis 4,63+0,63 16,5+1,5 70-85 1-4
L.tigrinus 349 15,8+1,5 73-78 1-4
F. concolor 8 23 84-98 1-6
P. onca 12+1 47,245,4 90-111 1-2

Tabla 3. Caracteristicas reproductivas en felinos salvajes neotropicales (da Paz, 2012)
3.4.2. Reproduccién en machos

El aparato reproductor masculino de los felinos salvajes guarda una gran similitud con el de las
especies domésticas, estando compuesto por los testiculos, epididimo, conductos deferentes,
prostata, gldndulas bulbouretrales, uretra, pene y escroto. No poseen vesicula seminal, como

sucede en los carnivoros en general (Ceregatti y Feitosa, 2023).

La calidad del esperma es una caracteristica importante para la evaluacion de la capacidad
reproductiva individual. Las concentraciones del eyaculado muestran grandes variaciones (Tabla
4) que pueden deberse a los diferentes métodos de recoleccidn, la estacién del afio o la dieta
que hayan podido seguir. También cabe destacar que los félidos de pequeiio tamafio producen
concentraciones de esperma mayores que los de mayor tamano. Por ello, estos niumeros

Unicamente pueden usarse de referencia (Ceregatti y Feitosa, 2023).

Especies Concentracién de espermatozoides (x10%/ml)
P. onca 3,9-5115

F. concolor 15,6-400

F. pardalis 28-190,2

Tabla 4. Concentracion espermatica en felinos salvajes neotropicales (Ceregatti y Feitosa,

2023)



4. Justificacion y objetivos

La eleccion de este tema surge tras la preocupacién por la amenaza, vulnerabilidad o peligro
ante el que se encuentra gran parte de las especies de la Familia Felidae, las cuales tienen gran
importancia en el mantenimiento de los ecosistemas y redes tréficas en su amplia distribucion
geografica. También existen diferentes desafios a la hora de mantener las poblaciones de estos
animales de manera natural, como la incompatibilidad entre individuos, ambientes subdptimos
para la reproduccién o problemas de consanguinidad, que hacen necesario la aplicacion de ARTs

en estas especies.

Por tanto, el objetivo de esta revisidn bibliografica es, una vez conocida la anatomia, fisiologia,
biologia y reproduccion de estas especies, recopilar la informacidon de los resultados de las
diferentes técnicas de reproduccidn asistida que se han utilizado para mejorar su conservacion,

tanto ex situ como in situ.
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5. Metodologia

Para la realizacién de este trabajo se ha realizado una revisidon bibliografica utilizando libros
publicados de forma digital en internet, articulos disponibles en diferentes buscadores web
como Google académico, ResearchGate, Web of Science y ScienceDirect; y revistas cientificas y
de divulgacion como Mammal Review, Theriogenology y Animal Reproduction Science. Para una
busqueda mas precisa y sencilla se han utilizado términos clave como: “assisted reproduction”,
“wild felids”, “reproduction”, “male reproduction”, “ART wild felids”, “taxonomia grandes

n «u

felinos”, “comportamiento felinos salvajes”.

A continuacion, se muestra en la Tabla 5 los resultados totales obtenidos al realizar la busqueda
de los términos nombrados anteriormente en los buscadores Google Schoolar y Web of Science,
donde se han seleccionado las aparecidas en los ultimos 30 afos y algunas mas antiguas a las

que se hace frecuente referencia.

Google Schoolar Web of Science
Assisted 2590000 38993
reproduction
Wild felids 37000 1117
Reproduction 7350000 594376
Male 5260000 71261
reproduction
ART wild felids 7200 26
Taxonomia 7480 0
grandes felinos
Comportamiento 6960 0

felinos salvajes

Tabla 5. Resultados obtenidos tras la busqueda de términos clave
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6. Resultados y discusion

Se entiende por técnicas de reproduccion asistida (ARTs) al conjunto de métodos biomédicos
gue conducen a facilitar o sustituir a los procesos bioldgicos naturales que se desarrollan
durante la reproduccion, como la deposicién del semen en la vagina, la progresién de los

espermatozoides a través de las vias genitales femeninas, la capacitacién del espermatozoide

una vez eyaculado, la fecundacién del évulo por el espermatozoide, ... (Solis, 2000).

A pesar de las variaciones dentro de la Familia Felidae en fenotipo, genotipo y fisiologia, todas
las especies se enfrentan a un desafio similar, la amenaza o peligro de extincidn en algun lugar
de su area de distribucién natural. Por ello, el establecimiento de poblaciones reservorio en
cautividad se considera atil como una “pdliza de seguro” y al mismo tiempo ofrece unas
oportunidades de investigacion que no estarian disponibles en la naturaleza. Sin embargo, la
creacion de poblaciones autosuficientes de felinos silvestres ex situ ha sido un desafio, ya que
en algunas especies existe apareamiento, pero no una reproduccion exitosa (ej.: guepardo) o la
agresividad durante la reproduccién es extrema pudiendo causar la muerte de uno de los dos.
Sin embargo, cuando la reproduccion se establece con éxito, la prolificidad puede ser alta (ej.:

pantera nebulosa (Verma, 2017).
6.1. Recoleccion de semen

El mal historial de reproduccion en félidos no domésticos en cautividad es debido, en parte, a la
pobre calidad del semen por la fisiologia especifica de la espermatogénesis o sus requerimientos
de capacitacidn. La correcta realizacion de recoleccién del semen es imprescindible para el éxito
de la reproduccion asistida. Existen diferentes técnicas disponibles para la recoleccién de semen,
tales como: post-mortem, manipulacion manual, vagina artificial o electroeyaculacién, siendo
post-mortem y la electroeyaculacidn las mas utilizadas debido al menor riesgo que supone tanto

para el animal como para el personal (Wilwerding y Evans, 1994).

La electroeyaculacion ocurre tras la introduccién de una sonda transrectal con tres electrodos,
conectada a un estimulador eléctrico que provoca una descarga eléctrica controlada que
estimula el reflejo eyaculatorio (Cocchia et al., 2015) (Fig. 12). Una de las desventajas de la
electroeyaculacion es que el semen se puede contaminar con la orina cuando el voltaje excede
el minimo necesario. Una alternativa para minimizar este problema seria la cateterizacion o

cistocentesis antes de empezar el proceso (da Paz, 2012).

En caso de la muerte subita de un individuo valioso es posible recolectar espermatozoides de la

cola del epididimo después del aislamiento previo del testiculo. Los espermatozoides se

12



obtienen mediante multiples incisiones de la cola del epididimo suspendido en un medio
adecuado, que conduce a la liberacién de espermatozoides mdviles. Este procedimiento permite
obtener espermatozoides vivos incluso 24 horas después de la muerte del animal, siempre que

el testiculo haya sido debidamente conservado (Kochan et al., 2019).

Figura 12. Proceso de electroeyaculacion en un Ocelote (da Paz, 2012)

6.2. Inseminacion artificial

El éxito de la inseminacién artificial (IA) solamente ha sido descrito en 10 especies salvajes de
felinos utilizando tanto técnicas quirdrgicas como no quirdrgicas: se consiguieron gestaciones
en ocho especies (tigre, leopardo de las nieves, pantera nebulosa, puma, ocelote vy tigrillo)
mediante inseminacién intrauterina quirdrgica; en el tigre siberiano, leén y leopardo por
inseminacién transvaginal; y mediante inseminacion transcervical ecoguiada en el guepardo y
leopardo Amur. Antes de realizar la IA, es necesario inducir el celo y la ovulacién (Goeritz et al.,
2012), siendo particularmente Util en estas especies debido a sus bajos niveles de variacion
genética y a su pobre éxito reproductivo en zooldgicos. El éxito de la IA se encuentra muy
influenciado por la gonadotropina exdgena, el momento, la dosis y el lugar utilizado para la

inseminacién (Howard et al., 1997).

La anestesia es necesaria para estos animales salvajes, pero puede comprometer el transporte
de esperma en los félidos inseminados vaginalmente. Este problema puede ser solucionado
mediante la deposicion intrauterina de esperma (Howard et al., 1997). Este abordaje
transabdominal involucra la insercion de un laparoscopio a través de una canula y una apertura
de tres centimetros de piel y musculo en la pared abdominal, seguido de la cateterizacion de la
luz uterina y la deposicion del semen en la parte craneal del cuerno uterino. Los felinos silvestres
normalmente producen densidades de esperma bajas, acompafiadas con altos pleomorfismos.
Por ello, lo mas seguro es que los espermatozoides se depositen lo mas cerca posible del

oviducto (Howard y Wildt, 2009).
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Domestic cat (15)
Leopard cat (30
Tiger (Siberian) (14
Jungle cat (3)
Creelot (22)
Pampas cat {2)
Jaguar [ 4]
Leopard {19
Serval (10
Geoflroy's cat (28)
Snow leopard (33)
liger (Sumatean) 9
Fishing cat
Margay (1
Tigrina (12)
Asian golden cat (a)
Asian lion (1
African lion (13)
Jaguanindi (9
T'exas puma (37
Cheetah (B}
Clouded leopard (58)
Florida panther { |_TJJ .

Normal spermatozoa (%)

Figura 13. Proporcién de espermatozoides estructuralmente normales en 23 especies (o

subespecies) de la Familia Felidae (Howard y Wildt, 2009).

Para una IA exitosa debemos controlar multiples variables, siendo uno de los obstaculos mas
desafiantes que un ovario normal responda a la ovulacidn. Aunque la actividad folicular puede
ser inducida en las especies felinas utilizando gonadotropinas exdgenas, la capacidad de
respuesta del ovario es muy variable y, a veces, incluso inexistente. La mayoria de los felinos
salvajes que reciben gonadotropina coridnica equina (eCG, utilizada para estimular el desarrollo
del foliculo)/gonadotropina coridénica humana (hCG, usada para provocar la maduracién del

ovocito y la ovulaciéon) ovulan 37-42 horas después de la inyeccién (Pelican et al., 2006).
6.3. Fecundacion in vitro

La fecundacién in vitro consiste en la exposicion de ovocitos maduros a espermatozoides
capacitados de forma que se produzca la fecundacion fuera del tracto genital femenino
(Martinez et al., 1989). El éxito de la IVF en estos animales es menor que el registrado en otras
especies, solo entre el 50-60% de los ovocitos cultivados alcanzan la maduracién nuclear en el
cultivoy, tras la inseminacién, generalmente menos del 40% de los ovocitos se fecundan. Incluso
en condiciones dptimas de cultivo, menos del 20% de embriones se convierten en blastocistos

in vitro (Cocchia et al., 2015).

La aspiracion folicular laparoscdpica es la técnica de obtencidn de ovocitos mas utilizada para
IVF, la cual, debe ir precedida de un tratamiento hormonal (gonadotropinas exégenas) (da Paz,

2012).
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Figura 14. Imagen de laparoscopia de un ovario de guepardo con foliculos preovulatorios

(dreas mas oscuras) donde se aspiraran los ovocitos (Crosier et al., 2020).

El procedimiento de IVF desarrollado para el gato doméstico se adapta facilmente para el tigre
también. Las hembras de tigre respondieron al estimulo de eCG/hCG produciendo una gran
cantidad de foliculos en desarrollo y un alto porcentaje de ovocitos maduros que eran capaces
de ser fecundados y desarrollarse in vitro. Los embriones desarrollados fueron biolégicamente

competentes, dando lugar a tres crias que nacieron después de 107 dias (Donoghue et al., 1990).
6.4. Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides

La inyeccidn intracitoplasmatica es una técnica de micromanipulacién en la cual se inyecta un
Unico espermatozoide dentro del citoplasma de un ovocito maduro (Salamone, Canel y

Rodriguez, 2017).

En el caso del ledn, el tiempo establecido para la maduracion del ovocito es de 32-34 horas, en
lugar de las 24 horas que necesita el gato doméstico. La calidad del esperma es un factor
limitante y, por ello, se ha sugerido esta técnica como solucién para aumentar la produccién de
embriones. La microinyeccidon de espermatozoides frescos o congelados-descongelados en
ovocitos maduros in vivo e in vitro ha sido exitosa en la produccion de embriones felinos

competentes, dando lugar al nacimiento de crias (Ferndandez-Gonzélez et al., 2015).

Con la utilizacién de ICSI, el éxito o el fracaso de la fecundacidon no depende de que se hayan
producido cambios especificos o no en la estructura y funcion de los gametos, siempre que se

haya mantenido una suficiente y buena integridad del ADN (Kochan et al., 2019).

Esta técnica deberia utilizarse para producir embriones in vitro cuando la calidad del esperma

no es adecuada para realizar la fecundacion in vitro estandar (Pope, 2000).
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La inyeccidn intracitoplasmatica ha sido eficientemente aplicada en el yaguarundi (Herpailurus
yagouaroundi) (utilizando semen eyaculado crioconservado), ledn (usando esperma epididimal
crioconservado) y gato pescador (Prionailurus viverrinus) (con eyaculado de esperma
crioconservado). Aun asi, esta técnica no estd siendo muy utilizada actualmente,
particularmente en términos de produccion de nacidos vivos, lo que puede deberse a la falta de
disponibilidad de donantes de ovocitos, una respuesta ovdrica imprecisa después de la
estimulacidn, pequefio nimero de destinatarios y/o por la complejidad y ser una técnica costosa

en la que se necesitan profesionales adecuadamente formados (Thongphakdee et al., 2020).
6.5. Transferencia de células nucleares somaticas

La transferencia nuclear de células somaticas (SCNT) es una técnica usada para la multiplicacion
rapida del germoplasma. “Dolly” fue la primera oveja clonada con éxito, obtenida a través de
células epiteliales mamarias creando una revolucidon en la ciencia (Campbell et al., 1996),
permitiendo la utilizacién de esta técnica en otras especies (Cortez et al., 2017). No obstante,
hasta el momento no se han conseguido avances significativos en la mejora de la eficacia de esta
técnica debido a que no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares capaces de
orquestar la reprogramacion celular (Navarro, 2022). Es una parte del proceso de clonacidn, que
consiste en introducir el material genético de la célula a clonar en el ovocito de la misma especie,
desprovisto de su propio material genético (Felmer et al., 2007). Estas células pueden ser

recolectadas de animales vivos o muertos (Thongphakdee et al., 2020).

En este proceso, el primer paso es aislar una célula somatica de un animal adulto. El nicleo de
esta célula luego se transfiere a un dvulo en el cual el nicleo ha sido extraido, utilizando agujas
microscopicas. Después de una manipulacidén quimica, el 6vulo comenzara a comportarse como
si hubiera sido fecundado. El cigoto resultante se convierte en un embridn y luego se implanta

en el Utero de otra hembra, la cual, parird con normalidad (Rees, 2011).

La estimulacién ovdrica es crucial para producir donantes de ovocitos en SCNT, ya sea entre
especies o transferencia nuclear intergenérica. Los ovocitos del huésped de especies
estrechamente relacionadas, como el gato doméstico, se han utilizado como alternativa

(Thongphakdee et al., 2018).

Se describié que una hembra receptora de una gata doméstica ha parido gatos monteses
africanos (F. silvestris lybica) (Fig. 15) y gatos de las arenas (F. margarita) clonados. Se fusionaron
los nucleos de fibroblastos de gatos monteses africanos con ovocitos de gatos domésticos y los
embriones clonados se transfirieron a hembras receptoras de gato doméstico, de los cuales

nacieron 17 gatitos, pero solo 8 sobrevivieron después del nacimiento hasta un mes (Cocchia et
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al., 2015). Los ovocitos enucleados del gato doméstico tienen una alta capacidad para
reprogramar las células donantes de los felinos salvajes para dar lugar a embriones. Sin
embargo, los embriones alcanzan un pobre éxito en el blastocisto que se cree que puede
deberse a la distancia filogenética entre la célula genética y el citoplasma del receptor

(Thongphakdee et al., 2020).

Los ovocitos de cerdo y conejo son capaces de reprogramar las células donantes de los grandes
felinos, pero no de forma tan eficaz como los ovocitos de los gatos domésticos (Veraguas et al.,

2017).
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Figura 15. Clonacion de gato montés africano utilizando un gato doméstico (Rees, 2011)
6.6. Transferencia de embriones

La transferencia de embriones se define como la translocacién de un embrién producido por
fecundacion in vitro o in vivo a una hembra receptora para su gestacion (Wildt y Roth, 1997).
Para aplicar esta técnica es fundamental una relacidon entre el manejo hormonal para la
induccion de ciclos reproductivos, el analisis seminal buscando potenciar la fecundacion, la
valoracion de la calidad de los embriones (seleccionando los de mayor viabilidad) y la propia
transferencia de embriones (Arias, 2020). Los embriones de buena o excelente calidad son
aquellos con perfecta simetria (o solo ligeramente asimétricos), esféricos y uniformemente
oscuros; mientras que, los embriones de regular o mala calidad son aquellos degenerados
parcial o severamente, palidos o contenidos en blastomeros lisados (Donoghue et al., 1990).
Mediante esta técnica se ha conseguido que las hembras reproductoras que normalmente solo

tenian algunas crias a lo largo de su vida produzcan una gran progenie, pero en el caso de los
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carnivoros salvajes el objetivo es diferente: quiere mantener toda la diversidad genética

existente (Vargas y Breitenmoser, 2009).

La transferencia de embriones frescos o congelados obtenidos in vitro ha demostrado ser exitosa
en algunos felinos silvestres como el ledn (algunos embriones se desarrollaron hasta la etapa de
blastocisto), tigre (las crias se desarrollaron a término después de la transferencia in vitro ), gato
montés africano (nacid una cria tras la transferencia de embriones derivados in vitro congelados
y posteriormente descongelados) y ocelote (dos crias nacidas a término tres mas en el Zooldgico

de Cincinnati) (Cocchia et al., 2015).

La capacidad de transferir embriones directamente al oviducto de los félidos permite transferir
embriones viables en etapas tempranas. Este enfoque se desarrolld en el gato doméstico y
también se ha demostrado su éxito en pequenos félidos salvajes (Crosier et al., 2020). Esta
transferencia se realiza de manera quirdrgica mediante una incisién medial-ventral que expone
los ovarios y oviductos de forma bilateral. En cada ovario se examina el nimero de cuerpos
luteos y foliculos preovulatorios (Donoghue et al., 1990). También existe la posibilidad de
realizar una cirugia laparoscépica o transferir los embriones a través del cérvix utilizando un

endoscopio, aunque esta Ultima aun continda investigandose (Kochan et al., 2019).

A pesar de que la transferencia de embriones ha sido exitosa en especies seleccionadas o
poblaciones, la incidencia general de éxito sigue siendo baja (menos del 20%) (Pelican et al.,

2006).

Figura 16. Ovario de guepardo con lugares de ovulacion fresca (puntos rojos brillantes) y

oviducto durante trasferencia de embriones (Crosier et al., 2020)

18



6.7. Crioconservacion

La creacién del banco de recursos bioldgicos representa una herramienta de apoyo
complementaria para la aplicacién de ART en la conservacion in situ y ex situ de félidos en peligro
de extincidn, siendo su objetivo principal preservar la maxima diversidad genética y bioldgica
actual de la poblacion mediante el procesamiento y crioconservacion de células germinales,
semen congelado y tejidos de animales muertos para que estos recursos genéticos puedan
usarse en futuros proyectos reproductivos (Cocchia et al., 2015). No obstante, esta técnica
requiere del desarrollo de protocolos de crioconservacién que sean adecuados para su uso en
el campo, asi como aplicables en diferentes especies (Madrigal-Valverde, Freitas y Ribeiro de

Araujo, 2021).

Los espermatozoides y ovocitos de los grandes felinos tienen unas caracteristicas fisicas
peculiares, lo que aumenta la dificultad de utilizacién de métodos exitosos de crioconservacion
comparado con otras especies. Ademas, a pesar de la variedad de procesos que han sido
investigados, las técnicas 6ptimas de crioconservacion, tanto para espermatozoides como para
ovocitos, aun no se han realizado (Cocchia et al., 2015). La teratospermia es un fendémeno en el
gue menos del 40% de los espermatozoides de un eyaculado muestran una morfologia normal,
siendo un fendmeno particularmente comun en felinos en comparacién con otros mamiferos,
ocurriendo en mds del 70% de las especies del taxdn. Este suceso da lugar a bajas tasas de
supervivencia en crioconservacion, comprometiendo el uso de semen en reproduccién asistida

(Ceregatti y Feitosa, 2023).

El crioalmacenamiento de espermatozoides en combinacion con Al o IVF/transferencia de
embriones podria permitir la conservacion de los genes de ocelote entre poblaciones in situ y ex
situ, sin sacar a los animales de su naturaleza. Los espermatozoides de esta especie pueden
congelarse eficazmente en campo utilizando vapor de nitrégeno liquido (LN2) solo o incluso con
un transportador seco sin comprometer el éxito de la fecundacion in vitro post-descongelacion
(Stoops et al., 2007). Por otro lado, destacar al guepardo, ya que, un eyaculado tipico contiene
habitualmente mas del 70% de espermatozoides con formas anormales. No obstante, la
crioconservacion de espermatozoides de guepardo en diversas condiciones de exposicion al
glicerol dio lugar a una mejor recuperacion post-descongelacion de la integridad (50-60%) v la

motilidad (40-50%) acrosémica de los espermatozoides (Crosier et al., 2006).

En lo que respecta a la eficacia de la crioconservacion de ovocitos, esta sujeta a investigaciones
en curso. Tras la aplicacién de métodos tradicionales utilizados para otras especies, se comprobd

qgue no mas del 25% de los ovocitos felinos conservan su competencia de desarrollo después de
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la fecundacién in vitro. También se ha intentado utilizar la vitrificacidn, pero el porcentaje de
embriones felinos en divisién no superé el 20%. Por ello, sigue siendo necesario mejorar la
eficacia de la crioconservacion (Kochan et al., 2019). La crioconservacién de embriones no se
utiliza como herramienta de gestiéon y no existen bancos de embriones a gran escala para

ninguna especie de felino silvestre (Vargas y Breitenmoser, 2009).

Recientemente, ha surgido un gran interés en el almacenamiento de gametos intragonadales de
tejido ovarico o testicular crioconservados, a pesar de que todavia se considera estrictamente
experimental. Sin embargo, representa una estrategia importante para preservar las células
germinales de individuos jévenes que mueren antes de alcanzar la madurez sexual o sin

descendencia (Vargas y Breitenmoser, 2009).

En los felinos salvajes, se utiliza de forma habitual la congelacién lenta para la crioconservacion
de células somaticas y tejidos, especialmente los derivados de la piel, como se ha observado en
la crioconservacién del jaguar y el gato de las arenas. En general, la congelacion lenta utiliza
bajas concentraciones de crioprotectores y se realiza mediante la reduccidn gradual de la
temperatura de forma controlada. Como crioprotectores se suele utilizar dimetilsulféxido como
crioprotector intracelular en combinacién con un crioprotector extracelular como puede ser la
sacarosa, que protege la membrana celular uniéndose a grupos fosfolipidos y reduce el shock

osmético al controlar la entrada de agua a la célula (Praxedes et al., 2018).
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7. Conclusiones

1. Existe limitada informacién sobre la biologia reproductiva y el comportamiento de

apareamiento de algunas especies de felinos salvajes.

2. El desarrollo de las técnicas ART en la Familia Felidae se fundamenta en animales

domésticos, en especial, el gato.

3. A pesar de que los resultados de ART son variables y no muy favorables, esta es la

Unica posibilidad de preservar estas especies y su diversidad.

8. Conclusions

1. There is limited information on the reproductive biology and mating behaviour of

some species in wild felids.

2. The development of ART techniques in the Felidae Family is based on domestic

animals, especially the cat.

3. Despite of the results of ART are variable and not very favorable, this is the only

possibility to preserve these species and their diversity.
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9. Valoracion personal

La reproduccién asistida en felinos salvajes es un tema complejo que involucra diversas
consideraciones éticas, cientificas y de conservacién. Las técnicas de reproduccién asistida en
felinos salvajes no estan tan desarrolladas ni son tan comunes como en especies domésticas.
Por lo que, su aplicacién en la conservacion de estas especies presenta desafios significativos.
Sin embargo, ha demostrado ser una herramienta valiosa para la conservacién de especies en
peligro de extincién, ya que, puede ayudar a mantener la diversidad genética en poblaciones
pequefias y evitar la endogamia, asegurar la supervivencia de especies con tasas de
reproduccion naturales bajas o inexistentes y puede proporcionar informacién valiosa sobre la
biologia reproductiva de estas especies, lo que a su vez puede ayudar en la realizacién de

estrategias de conservacién mas efectivas.

Es importante considerar también los costes y recursos necesarios para llevar a cabo estos
programas, ya que, suelen ser técnicas costosas y que requieren experiencia especializada en el
campo de la medicina veterinaria y biologia reproductiva. Aun asi, los resultados pueden ser

variables dependiendo de la especie y circunstancias individuales.

La realizacion de esta revision bibliografica me ha ayudado a profundizar en unos animales que
siempre me han despertado curiosidad, ayudandome a conocer mejor su familia en aspectos
bioldgicos y reproductivos. De igual modo, he mejorado mi busqueday seleccién de informacion
relevante para este trabajo; ademas de mi redaccidon. Ademas, he conseguido ampliar la
informacidn dada en la asignatura de Reproduccién y Obstetricia y adquirir conocimientos mas
especificos sobre las diferentes técnicas de reproduccion asistida que pueden ayudar a la

conservacion, tanto en la vida silvestre como en cautividad, de la Familia Felidae.

Me gustaria agradecer este trabajo a mi tutor, José Ignacio Marti Jiménez, por proporcionarme
su ayuda desde el principio y resolverme cada duda que haya podido tener. También me gustaria
darles las gracias a mis padres porque siempre me apoyaron en cumplir mi suefio, incluso

cuando yo ya habia tirado la toalla, y por el esfuerzo que han hecho para que yo continuara.
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