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POTENCIAL DE TECNICAS REPRODUCTIVAS
PARA LA CONSERVACION DEL JAGUAR

Ronaldo G. Morato y R.C. Barnabe

ABSTRACT. Considering that genetic variability maintenance is dependent on repro-
duction, assisted reproduction techniques are important tools for the preservation of en-
dangered species. Semen collection, evaluation and cryopreservation, endocrine status,
artificial insemination, oocyte recovery and “in vitro” maturation and in vitro fertiliza-
tion are discussed. The preliminary results and the potential application of the assisted
reproduction techniques for jaguar conservation are presented here.

RESUMO. Considerando que a manutencdo da diversidade genética é dependente da
reproducdo, a aplicagdo de técnicas de reprodugéo assistida é uma importante ferramenta
na preservacao de espécies selvagens ameagadas de extingdo. Colheita, avaliacéo e criop-
reservacdo de sémen, monitoramento da funcdo enddcrina, inseminagéo artificial, col-
heita e maturacdo de odcitos in vitro e fecundacao in vitro sdo discutidos. Resultados pre-
liminares e o uso potencial das técnicas de reprodugéo assistida na preservagdo da onca
pintada sdo aqui apresentados.

RESUMEN. Considerando que el mantenimiento de la variabilidad genética depende de
la reproduccion, las técnicas de reproduccion asistida son herramientas importantes
para la conservacion de especies en peligro de extincion. En este trabajo se discuten la co-
lecta, evaluacion y criopreservacion de semen, el estado endocrino, la inseminacion ar-
tificial, la recuperacion y maduracion in vitro de oocitos, y la fertilizacion in vitro. Se pre-
sentan aqui los resultados preliminares y la aplicacion potencial de las técnicas de
reproduccion asistida para la conservacion del jaguar.

INTRODUCCION
El jaguar (Panthera onca), el gato méas grande del continente americano, habita

diferentes regiones desde el norte de México hasta Argentina (Oliveira, 1994).

PALABRAS CLAVE: Jaguar, reproduccion in vitro, cautiverio, conservacion, criopreservacion.
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Sin embargo, el nimero de animales en condicion silvestre ha disminuido debido
a una variedad de factores. El principal de ellos es la pérdida y fragmentacion del
habitat, lo que ha llevado a la reduccién de las poblaciones a niveles criticos que
pueden conducir a la pérdida de la diversidad genética, cuyas consecuencias han
sido bien documentadas por muchos autores (Barone et al., 1994a; O’Brien et
al., 1985; O’Brien et al., 1986; O’Brien y Evermann, 1988; Ralls et al., 1979;
Roelke et al., 1993).

Se ha reportado que las poblaciones cautivas de jaguar son en su mayoria ge-
néricas en los zooldgicos brasilefios (Morato y Gasparini, 1994) y estadouniden-
ses (registro de control genético de jaguar), lo que disminuye el uso potencial de
los zooldgicos como fuentes genéticas.

Considerando la importancia de mantener la diversidad genética, la repro-
duccion de jaguares en estado silvestre y cautivos de origen conocido debe con-
vertirse en un componente integral de los esfuerzos de preservacion.

Las tecnologias reproductivas asistidas, como la inseminacidn artificial (1a),
la fertilizacion in vitro (Fiv) y la transferencia de embriones (Te), pueden ser vis-
tas como herramientas importantes para salvaguardar al jaguar; esto con base
en sus aplicaciones altamente exitosas en el ganado doméstico, en el ser huma-
no (Wildt et al., 1993) y en el progreso reciente obtenido en especies de gatos
salvajes.

La Organizacion Mundial de Zooldgicos y el Grupo de Especialistas en Re-
produccion en Cautiverio de la Unidn Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza consideran las técnicas de reproduccion artificial como herramientas
Gtiles para el manejo de poblaciones porque pueden 1) simplificar el intercam-
bio genético entre dos 0 més sitios de programas ex situ; 2) permitir la reproduc-
cion de animales con desventajas fisicas 0 en su comportamiento reproductivo;
3) hacer posible el crecimiento rapido de las poblaciones; 4) ayudar a corregir
proporciones sexuales disparejas; 5) ayudar a regular el nimero de crias por in-
dividuo, y 6) hacer posible el intercambio de material genético entre poblaciones
in situ y ex situ.

En afos recientes, se han producido crias utilizando 1a en los chitas (Aci-
nonyx jubatus; Howard et al., 1992), la pantera nebulosa (Neofelis nebulosa;
Howard et al., 1996), el tigre (Panthera tigris; Donoghue et al., 1993), el gato
leopardo (Prionailurus bengalensis; Wildt et al., 1992), el puma (Puma concolor;
Barone et al., 1994b) y el ocelote (Leopardus pardalis; Swanson et al., 1996), y
el uso de Fiv y TE han producido crias en el tigre Donoghue et al., 1990) y en
el gato del desierto indio (Felis silvestris; Pope et al., 1989). Sin embargo, un ré-
gimen de reproduccion asistida que funciona para una especie puede fallar con
otra debido a caracteristicas fisiologicas especificas que existen incluso entre es-
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pecies cercanamente relacionadas dentro de la misma familia y género (Wildt
etal., 1992).

Aqui describimos el avance de las técnicas de reproduccion que han sido uti-
lizadas en varias especies de gatos y su aplicacion actual y potencial para la con-
servacion del jaguar.

METODOS
Colecta de semen, evaluacion y criopreservacion

La colecta de semen se ha realizado en 28 especies de gatos (Howard et al., 1984)
utilizando el protocolo estandar desarrollado por Wildt et al. (1983), que consis-
te en la aplicacion de 80 estimulos divididos en 3 series de la siguiente manera:
30 estimulos (10 estimulos en 2, 3 'y 4V: serie 1), 30 estimulos (10 estimulos a
3,4y 5V: serie 2) y 20 estimulos (10 estimulos a 5y 6V: serie 3).

El procedimiento de coleccion de semen se hace en animales anestesiados. Para
esta investigacion, fue utilizada una combinacion de tiletamina-zolazepam en
una proporcion de 10 mg/kg (Morato, 1997). Debe evitarse el uso de algunas
drogas porque pueden interferir con la electroeyaculacion induciendo la contami-
nacion con orina (p. ej. acepromazina; Martin, 1978) o disminuyendo el volu-
men total en la eyaculacion (p. ej. atropina; Platz y Seager, 1978). También pue-
de haber contaminacién con orina cuando el voltaje excede el maximo necesario
para la electro-eyaculacion o cuando la sonda esta desplazada hacia el craneo
(Howard, 1993).

Se utiliz6 una sonda de 29 x 2.3 cm (Morato et al., 1998) y el electroeyacu-
lador es el mismo que se usa para bovinos.

El volumen total y el pH de cada muestra de semen fueron evaluados al mo-
mento de la colecta. La movilidad estimada (0-100%) y la tasa de progresion (es-
tado 0-5) se basan en observaciones de cuatro campos microscopicos por separa-
do magnificados a 100x. La concentracion de espermatozoides se determiné con
un hemacitémetro de Neubauer, para lo cual se diluy6 1:3 una alicuota del se-
men colectado. La evaluacion morfoldgica de 200 células esperméticas individua-
les se llevd a cabo con un microscopio de contraste de fases (1000x; Howard,
1993; Morato et al., 1998; Wildt et al., 1993). El resultado de las evaluaciones
de 54 colecciones de semen de jaguares cautivos se presenta en el cuadro 1.

Desde 1995 hemos colectado y evaluado el semen de 3 jaguares libres, cap-
turados para estudios de radiotelemetria. Los resultados para cada animal se
muestran en el cuadro 2.

—



01. Jaguar 11-97 8/11/01 1:51 PM Page 36 $

36  El jaguar en el nuevo milenio

Cuadro 1. Caracteristicas del semen colectado de jaguares en cautiverio
(promedio * pe) en los zooldgicos de S&o Paulo y de Sorocaba,
de julio de 1995 a julio de 1996

Parametro Promedio + e
Volumen(ml) 742 + 3,69
Concentracion de espermatozoides (108/ml) 6,20 £ 3,03
Movilidad (%) 62,60 + 11,00
Estado (0-5) 2,71+052
Normal (%) 46,70 £ 5,80
Anormal

Primario
Macrocefalico (%) 0,50 £ 0,89
Microcefalico (%) 130 +1,25
Bicefalico (%) 1,00+ 158
Cabezas de forma angosta (%) 18,40 + 6,49
Cabeza redonda (%) 1,60 +1,23
Acrosoma anormal (%) 3,60 £ 2,00
Acrosoma en forma de botdn (%) 1,80+ 140
Porcion media anormal (%) 150+ 136
Sin porcion media (%) 020+042
Cola apretadamente enrollada (%) 4,70 £ 3,20
Biflagelado (%) 0,50+ 097

Secundario
Porcién media doblada sin gotita (%) 2,95+ 1,90
Porcion media doblada con gotita (%) 2,90 £ 2,40
Cola doblada sin gotita (%) 430+242
Cola doblada con gotita (%) 195+ 180
Gotita proximal (%) 295+232
Gotita distal (%) 2,40 £ 247
Cuello doblado (%) 0,75+ 1,00

La criopreservacion de las muestras de semen se ha hecho utilizando el pro-
tocolo estandar para especies de gatos descrito por Platz y Seager (1978). En
breve, después de diluir el esperma con el medio de Ham F10 la mezcla se cen-
trifuga a 300 g por 10 min., el sobrenadante se remueve y el botdn de esperma
se resuspende con ppbv, un criodiluyente de semen (20% de yema de huevo,
11% de lactosa, 4% glicerol). Después, el esperma se transfiere a tubos (0.25
ml) que son colocados en refrigeracion (4-7° C) por 30 min. Posteriormente son
congelados en vapor de N, y luego sumergidos en N, liquido para su almace-
namiento.

La evaluacion del semen descongelado ha demostrado su calidad pobre con
30% de motilidad y estado promedio dos para los jaguares cautivos y libres.
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Cuadro 2. Caracteristicas del semen de jaguares de vida libre capturados en Brasil de 1995 a 1998
para realizar estudios de radiotelemetria

Macho 1 Macho 2 Macho 3

Numero de colectas 1 1 1
Edad estimada (afios) 10 4 25
Volumen eyaculado (ml) 65 5.0 22
Conteos totales de espermatozoides (x 108ml) 283 442 17
Movilidad de los espermatozoides (%) 86 60 86
Estado (0-5) 4 3 3-4
Espermatozoides anormales (%) 28 41 36
Volumen testicular (cm3) 63.8 59.7 545

Otros procedimientos para comprobar el funcionamiento del esperma son el
homologo (gato) o el hamster heterdlogo de zona-libre (Howard, 1993) y el
ensayo de penetracion de dvulos bovinos (Nelson et al., 1999). Nuestros datos
hasta el momento, revelan una tasa de penetracion para el esperma de jaguar des-
congelado de 27% (Paz, com. pers.). Estos ensayos también son efectivos para es-
tudiar factores que influyen en la Fiv (Howard,1993). Paz (com. pers.) ha demos-
trado que la tasa Optima para la penetracion de Gvulos por espermatozoides de
jaguar se logra después de 30 min de pre-incubacién a temperatura ambiente y
3 h de co-incubacién (5% CO, a 38° C). Los oocitos de gato doméstico pueden
ser utilizados para estimar la capacidad de los espermatozoides para ligarse a la
zona pelucida y para penetrarla (Howard, 1993). La combinacion de ensayos de
hamster de zona libre o de bovinos y el ensayo de zona intacta de gato, puede ser
util para analizar tres estados criticos de las interacciones espermatozoide-6vulo:
ligamiento a la zona pelucida, penetracion de la misma y descondensacion del
nucleo del espermatozoide dentro del vitelo (Howard, 1993; Howard et al.,
1991).

Monitoreo de la funcion testicular y de los ovarios

Es importante entender la fisiologia reproductiva basica para hacer un manejo
eficaz de especies cautivas y libres (Lasley y Kirkpatrick, 1991). En animales do-
mésticos, tales estudios pueden ser realizados con colectas de muestras de sangre
y mediciones de los niveles de las hormonas esteroideas en el suero por medio de
ensayos radioinmunes. Sin embargo, para especies como el jaguar, la colecta de
muestras de sangre en serie puede ser estresante y cara, ya que es necesaria una in-
movilizacion con métodos quimicos. El estrés puede alterar la produccién las de
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hormonas cuyos niveles se registran (Loskutoff et al., 1982). Aln més, las gona-
dotropinas y las hormonas esteroideas sexuales son liberadas en ondas por pulsos,
produciendo variaciones en los niveles del suero durante el dia (Reichlin, 1992).

Un método alternativo para vigilar el estado de las hormonas reproductivas
es la colecta de orina y heces fecales. Esto usualmente puede lograrse sin conte-
ner o capturar los animales. El andlisis de metabolitos de esteroides sexuales de
orina o heces ha sido Util para determinar el estado reproductivo en muchas es-
pecies (Lasley y Kirkpatrick, 1991). Sin embargo, la aplicacién de esta técnica re-
quiere de estudios adicionales para entender el metabolismo y la excrecion de
hormonas esteroideas en la familia, el género y la especie de interés. Utilizando
al gato doméstico como modelo para la familia Felidae, Shille et al. (1990) ob-
servaron que > 90% de los metabolitos esteroideos son excretados en las heces.
Después de esto, Brown et al. (1994) fueron capaces de cuantificar los metabo-
litos de estradiol y progesterona en gatos no domésticos. En 1996, Brown et al.
extrajeron y midieron testosterona en gatos domésticos y en el gato de Pallas (Fe-
lis manul ), demostrando la utilidad de esta técnica para estudios longitudinales
de la funcién reproductiva de los machos.

Actualmente estamos colectando muestras fecales de machos y hembras de
jaguar en cautiverio en los zooldgicos de Sdo Paulo, Sorocaba, Campinas y Rio
de Janeiro, y de animales en libertad en los parques estatales Porto Primavera y
Morro do Diabo con objeto de 1) estudiar el ciclo del estro en animales en cau-
tiverio y en libertad; 2) estudiar la funcidn testicular en jaguares cautivos y libres;
3) analizar la influencia de las estaciones en la actividad reproductiva en jaguares
machos y hembras, cautivos y en libertad; 4) analizar la relacion entre el compor-
tamiento sexual y los perfiles hormonales en los jaguares macho y hembra, y
5) diagnosticar las fallas testiculares y de ovarios.

Recuperacion de oocitos, maduracion in vitro, Fiv y transferencia de embriones

La recuperacion de oocitos se basa en dos técnicas: 1) colecta post mortem o des-
pués de la ovariectomia, y 2) aspiracién de foliculos via laparoscopia.

En el primer caso, los oocitos de ovarios pueden ser recuperados después de 36
h a partir de ovarios almacenados ex situ en un medio fisiologico (Johnston et al.,
1991). Anteriormente, Johnston et al. (1989) reportaron que los oocitos folicu-
lares de gatos pueden madurar a la metafase Il cuando son recuperados de 24 a
32 h después del almacenamiento original.

En el segundo caso, previo a la laparoscopia se aplica un tratamiento exdge-
no de gonadotropinas para inducir la actividad de los ovarios. Un tratamiento
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Cuadro 3. Resultados preliminares de la estimulacion de los ovarios
en las hembras de jaguar tratadas con 50ur prsH seguido de
25u1 puH, por via intramuscular

NUm. hembras superovuladas/ NUm. total de foliculos?
Mes num. de hembras tratadas de 2 mm de diametro
Mayo 2/2 (100%) 29*
Agosto 1/1 (100%) 18
Noviembre 1/1 (100%) 29

* Resultados para tres ovarios visualizados.

con gonadotropina coridnica de equinos (cce) seguido por gonadotropina corié-
nica de humanos (cch) ha tenido éxito en tigres (Donoghue et al., 1990), chitas
(Howard et al., 1992), panteras nebulosas (Howard et al., 1996), pumas (Baro-
ne et al., 1994b) y ocelotes (Swanson et al., 1996). Sin embargo, tratamientos
multiples con cce/cch pueden disminuir progresivamente la sensibilidad de los
ovarios debido a la formacion de inmunoglobulinas que las neutralizan (Swanson
et al., 1995). Recientemente, Amanda Miller, en el Instituto Eplley (Centro Mé-
dico de la Universidad de Nebraska), encontr6 que las gonadotropinas de tigre
(FsH y LH) parecen ser homologas a las gonadotropinas porcinas (no publicado).
Esta informacion proporcioné un nuevo protocolo de tratamiento para tigres,
utilizando rsH (FsHp) y LH (LHP) de puercos, lo que permitié estimulaciones repe-
tidas cada 100 dias para la recuperacion de oocitos maduros (N. Loskutoff, com.
pers.). Con base en los resultados de la estimulacion de ovarios en tigres, empe-
zamos un estudio en colaboracion con el Zool6gico de Henry Doorly, la Asocia-
cion Pro-Carnivoros/Centro Nacional de Predadores (cenap)/Instituto Brasileiro
de Meio Ambiente (iBama) y el Departamento de Reproduccion/rFmvz/usp utili-
zando rsHp y LHP para la estimulacion de ovarios en el jaguar. Los resultados pre-
liminares se muestran en el cuadro 3.

De los oocitos recuperados, 17 (61%) fueron clasificados como buenos, 6
(21%) como satisfactorios, y 4 (14%) como pobres (véase Pope et al., 1997).
Uno de ellos (4%) habia degenerado.

La investigacion que se esta realizando permitira acumular datos suficientes
para hacer recomendaciones sobre el uso de FsHp y LHp en los jaguares, incluyen-
do dosis y tiempo de administracion.

La riv ha sido exitosa para muchas especies de gatos; sin embargo, por el mo-
mento no hemos sido capaces de producir embriones por riv para los jaguares.
Hemos considerado la baja calidad del semen y el momento de la recuperacion
del oocito como factores limitantes. Este afio se realizardn nuevos ensayos y nues-
tros objetivos son analizar diferentes tiempos para la recuperacion de los oocitos

—



01. Jaguar 11-97 8/11/01 1:51 PM Page 40 $

40 El jaguar en el nuevo milenio

y probar diferentes protocolos para la criopreservacion del semen. Otro paso es
la produccion de crias una vez que barreras como la técnica de criopreservacion
de embriones y el tiempo de la transferencia del embrion sean superadas, y lograr
con ello el éxito completo de la técnica de Fiv.

CONCLUSIONES

Las técnicas de reproduccion asistida han sido exitosas para muchas especies de
gatos. Para los jaguares estamos colectando y evaluando semen exitosamente uti-
lizando protocolos estandares. También estamos probando un nuevo protocolo
de congelacion de semen de jaguar, pues hemos observado que el protocolo de
congelacion utilizado para muchas especies de gatos no es el 6ptimo para este ca-
s0. Conforme se acumulen los datos sobre la fisiologia basica del jaguar y los re-
sultados de la estimulacion de los ovarios y resucitacion de los oocitos, estaremos
en condiciones de escoger el mejor momento para los procedimientos de repro-
duccion artificial como 1a, Fiv y Te. Aunque el tratamiento de prsH y pLH ha in-
ducido exitosamente la estimulacion de los ovarios en jaguares, los resultados han
sido variables y todavia no estamos en condiciones de recomendar este protocolo,
incluso considerando el alto porcentaje de oocitos de buena calidad asi recupe-
rados. La produccion de embriones por Fiv continda siendo un reto para nues-
tro equipo. Con base en los resultados exitosos utilizando las técnicas de repro-
duccion asistida para muchas especies de gatos, creemos que 1, Fiv Y TE pueden
ser herramientas muy importantes para la preservacion del jaguar. Para mejorar
los resultados e incrementar el entendimiento de la reproduccion, los trabajos en
colaboracion serdn muy importantes.
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