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RESUMEN

Los registros genealdgicos de animales (studbooks) son creados para evitar la
reproduccion entre individuos emparentados cercanamente, de lo contrario, se podria
generar endogamia, particularmente con las especies que estdn en peligro de extincion,
como Panthera onca (Linnaeus, 1758). Ademds, no existe un censo actual de los
jaguares que se encuentran en cautiverio en México, en los zoologicos mexicanos no se
sigue un protocolo estandarizado en los programas de reproduccion con base en
estudios genéticos. Debido a la falta del programa orientado a mantener la variacion
genética, se requiere conocer el nivel actual de la variacion genética de los jaguares
cautivos para poder proveer y proporcionar la informacion para la creacion del
studbook basado en andlisis genéticos. Por esta inquietud se propuso en este trabajo
genotipar por medio de 11 microsatélites 56 jaguares de zoologicos de México, la
mayoria de ellos con origen desconocido. En primer lugar, se obtuvieron tres grupos
genéticos, cuyo nivel de heterocigosidad a nivel general fue de moderado a ligeramente
alto (H = 0.53 a 0.72), también se encontraron signos de endogamia con un nivel de
ligero a moderado en los tres grupos (-0.49 a 0.35). Los resultados del andlisis de
parentesco, a nivel general, mostraron que la mayoria de los individuos no estdin
relacionados (67.86 a 84.98%).

Se hace hincapié en la importancia de mantener el nivel de variacion genética para la
gestion de las poblaciones cautivas de jaguar, las cuales podrian utilizarse como un
potencial reservorio genético para futuros programas de conservacion ex situ.

SUMMARY

Genealogy records of animals (studbooks) are created to avoid reproduction between
closely related individuals, which could cause inbreeding, particularly for such
endangered species as the Panthera onca (Linnaeus, 1758). There is no current census
of captive jaguars in Mexico, and Mexican zoos do not follow a standardized protocol
in breeding programs based on genetic studies. Because of the lack of a breeding
program that has the purpose of maintaining genetic variation, it is of concern to know
the current level of genetic variation of captive jaguars and provide a basis for the
Jormation of the studbook based on this results. We genotyped 56 captive jaguars with
unknown origin from Mexican zoos through 11 microsatellites, firstly we obtained three
genetic grupo genéticos, the levels of heterozygosity were moderate to high (H = 0.53-
0.72), also we found few to moderate signs of inbreeding in all three grupo genéticos (-
0.49 to 0.35), relatedness analysis showed that most of the individuals are unrelated
(67.86 to 84.98%)

We emphasise the importance of keep level of genetic variation for managing captive
populations of jaguar as a potential genetic reservoir for future ex situ conservation
programs.



ESTIMACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA DEL JAGUAR
(Panthera onca) EN CAUTIVERIO

I. Introduccion

I. Jaguar

La fragmentacion y degradacion de habitat ha provocado que varias especies de
felinos se encuentren en vulnerabilidad o peligro de extincién, como el tigre (Panthera
tigris), el ledn (Panthera leo), el guepardo (Acynonix jubatus), el jaguar (Panthera
onca), y otros de menor tamafio como el leopardo de las nieves (Panthera uncia), el
tigrillo (Leopardus tigrinus) y la pantera nebulosa (Neofelis nebulosa) (Oli et al., 1994;
Polisar et al., 2003; Luo et al., 2004; Bhagavatula y Singh, 2005; Kitchener et al., 2006;

Grisolia et al., 2007; Patterson et al., 2007; Marker et al., 2008; Ruiz-Garcia, 2013).

El jaguar es el felino americano de mayor talla, ademds tiene una gran
trascendencia historico-cultural (Campos, 2002). En México y a lo largo de Centro y
Sudamérica hay una incesante disminucién de las poblaciones a pesar de que estd
prohibida su caceria y comercio de ejemplares y/o sus derivados desde inicios de la
década de los setentas. Las principales amenazas de las poblaciones de jaguar estan
dadas por el ser humano y sus actividades: fragmentacion y degradacion del hébitat,
caceria furtiva, urbanizacién y conflictos directos por depredacién de ganado (Nufez,
2000; Ruiz-Garcia et al., 2006; Eizirik et al., 2008; Haag et al., 2010; Rabinowitz y
Zeller, 2010; Roques et al., 2011). Como se ha reducido aproximadamente 60% la
distribucién original del jaguar, se ha situado en riesgo de extincion de acuerdo a la
Lista Roja de la Unién Internacional para la Conservaciéon de la Naturaleza (UICN,

2014), en el Apéndice I de la CITES (2015) y en la NOM-059-SEMARNAT-2010.



Si hay una reduccion considerable en las poblaciones a niveles criticos, es
probable que esto conlleve a una pérdida de diversidad genética al disminuir el tamafio
efectivo de la poblacién (organismos que se reproducen y estin representados
genéticamente en la poblacién). En zooldgicos y criaderos se puede presentar con
mayor frecuencia esta situacién por las limitaciones de espacio y el ndmero reducido de
individuos que se pueden albergar en sus recintos (Kitchener, 1997). Con pocas
opciones para cruzamientos, el nivel de parentesco puede llegar a ser alto y se
incrementan las posibilidades de que la deriva génica, endogamia y eventos
estocésticos-demogréficos afecten el fitness poblacional (Hedrick, 2001). Este término
se refiere a la capacidad de los organismos para adaptarse, reproducirse y dejar
descendencia que a su vez aportard genes a la poblacién. Al disminuirse el fitness, el
riesgo de extincion se hace cada vez mayor al cabo de unas generaciones, tanto en vida

libre como en cautiverio.

No existe un programa integral de conservacion para jaguar, aunque se han
implementado algunas estrategias para los de vida libre, como el establecimiento de
Reservas de la Biosfera y numerosos corredores biolégicos que permitan la
perpetuacion de la especie (Ceballos et al., 2011). Se calcula que existen alrededor de
300 jaguares en UMAS vy criaderos particulares, para esta poblaciéon no existe un
registro genealdgico estandarizado (studbook) o pedigri, y las consecuencias de la
reproduccidon no orientada al mantenimiento de la variacion genética pueden abarcar
desde malformaciones congénitas hasta la pérdida de genotipos tnicos y valiosos que
hayan desaparecido también en vida libre, es por ello que el objetivo de este trabajo es
determinar la variacion genética existente en 56 jaguares de cautiverio para sustentar la

formacion del studbook en México con una caracterizacién genética del jaguar.



II. Marco teorico

La problematica de los grandes felinos

Las alteraciones en el ambiente han provocado la disminucién de las poblaciones
de los grandes carnivoros terrestres, los cuales son muy susceptibles a la fragmentacion
y perturbacién de su hébitat, los principales factores que influyen en ello estan directa o
indirectamente relacionados con las actividades humanas (Eizirik et al., 2001; Rosas-
Rosas et al., 2008; Roques et al., 2011). Los felinos mayores como el leén (Panthera
leo), el tigre (Panthera tigris), el leopardo (Panthera pardus), el jaguar (Panthera
onca), el puma (Puma concolor) entre otras especies, se encuentran cada vez mds
amenazados y se presentan con mayor frecuencia los conflictos directos con el ser
humano por la invasién de asentamientos urbanos en zonas de su hébitat, lo que ha
repercutido en escasez de presas y caceria ilegal de estas especies (Rabinowitz, 1986;
Nuiez et al., 2000; Scognamillo et al., 2003; Roma-Moreno et al., 2006; Ruiz-Garcia et
al., 2006; Sanderson et al., 2002; Monroy-Vilchis et al., 2008; Chavez y Zarza 2009).
Por ejemplo, el lince ibérico (Lynx pardinus) en 1998 tenia una poblacién estimada de
880 a 1150 individuos agrupados en nueve poblaciones genéticamente aisladas, la
principal causa de su disminucién fue la excesiva caceria entre 1950-1960, ademds de la
disminucién de su presa mds importante: el conejo de monte (Oryctolagus cuniculus),
actualmente su principal amenaza es la destruccion y la falta de conectividad de su

habitat en Espafia y Portugal (Garrote et al., 2011).

Las poblaciones de ledn (Panthera leo) africano disminuyeron de un rango que
iba de 30000-100000 y ahora va de 12500 a 3000 ejemplares (Bauer y Van Der Merwe,

2004), y asi, entre los grandes felinos se calcula que existen en vida libre menos de
4



15000 tigres, chitas y leopardos de las nieves; 23000 leones y 50000 pumas, y un
nimero aproximado equivale también al de los jaguares en todo el continente

americano.

Cuando las poblaciones se reducen de manera considerable, tanto en vida libre
como en cautiverio, tienen una alta probabilidad de perder variabilidad genética (Laikre,
1999) por ejemplo, las poblaciones de chita se redujeron considerablemente a unos
cientos de individuos, situacién causada por varios eventos geoldgico-ecolégico-
demograficos: un severo cuello de botella histérico datado a finales del Pleistoceno
(10000 afios atrds aproximadamente), seguido por una alta endogamia y por lo menos

dos recientes cuellos de botella subsiguientes (Menotti-Raymond y O’Brien, 1993).

Jaguar
Desde 1973 el jaguar se encuentra enlistado en el Apéndice I de la Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna (CITES), también se
encuentra en la Lista Roja de la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN) y en la NOM-059-SEMARNAT-2010, por lo que esta totalmente
prohibida su caceria, asi como la venta de ejemplares y sus derivados (Caso et al.,
2008). No es sorprendente esta situacion si el habitat del jaguar en todo el continente
americano ha disminuido aproximadamente 65% desde su distribucién original
(Rodriguez-Soto et al., 2011), y de manera similar en México (Figura 1). Un aspecto
importante de los programas de conservacion enfatizaria la necesidad de mantener el
habitat en condiciones favorables para la supervivencia de las poblaciones que ahi
alberga (Eizirik et al., 1998), ademds se requiere conocer la historia evolutiva para
elucidar como ha ido divergiendo genéticamente y los eventos demograficos que han

ido modelando el nimero de individuos las poblaciones, asi como determinar si ha ido



perdiendo diversidad genética, las causas y sus probables consecuencias (Eizirik et al.,
2008). La diversidad genética es requerida para que las poblaciones puedan evolucionar
en respuesta a los cambios ambientales (Ruiz Lopez et al., 2012). La podriamos definir
llanamente como el resultado de todas las diferencias entre las diversas formas <alelos>
de los genes de los individuos que componen una poblacién determinada, entonces,
mientras mds diversidad genética exista, mayor serd su potencial evolutivo, es decir,
tendrd mds posibilidades para sobrevivir a las presiones de seleccion, podrd adaptarse y
seguir transmitiendo sus genes a la poblacion (Frankham, 1995). Cabe mencionar que
no se tiene registro de caracterizaciones genéticas con jaguares de vida libre, seria de
mucha utilidad que se conociera el nivel de variacién genética de al menos unas decenas
de ejemplares para tener una minima nocién de la situacion de los jaguares en el

territorio nacional.

Figura 1. Distribucion actual e historica del jaguar en México (datos basados en muestreos
realizados anualmente desde el 2008, modificado de Ceballos et al., 2006).



Variabilidad genética

Existen varias formas para determinar la variaciéon genética, por ejemplo, con el uso de
marcadores genéticos. Los marcadores genéticos bdsicamente son secuencias de ADN
cuyas diferencias pueden ser identificadas por medio de técnicas como hibridacion
southern o algunos métodos basados en la PCR (Grisolia et al., 2007). Uno de los
marcadores moleculares mds aceptado por su gran capacidad para detectar
polimorfismos, su codominancia durante la recombinacién genética, su amplia
distribucién en el genoma, su herencia por via biparental y su costo relativamente
accesible es el microsatélite (Eguiarte et al., 2007). Los microsatélites son pequeios
fragmentos de ADN (de 2 a 10 pb) que se emplean para hacer identificaciones hasta a
nivel individual, por ejemplo, se les usa en medicina forense o para pruebas de
paternidad (Nascimento et al., 2006). Son una buena herramienta para estudios
genéticos, ya que se heredan en gran proporcion a la siguiente generacion y tienen
suficientes polimorfismos (variaciones alélicas) para diferenciar entre genotipos muy
cercanos. También se han empleado para clasificar individuos segin el grado de
parentesco dentro de poblaciones y asi proceder a su reproduccion controlada; como un
método para determinar la existencia de cuellos de botella poblacionales, para estimar el
grado de pérdida de variabilidad genética si se compara con el ADN recuperado de
pieles de museos y colecciones cientificas (Ruiz-Garcia et al., 2013). Los microsatélites
se obtienen a través de la PCR, la cual requiere de la presencia de un iniciador o primer,
que es un oligonucledtido con + 20 pares de bases, estos oligos van a flanquear los
fragmentos deseados y son necesarios para que la ADN polimerasa comience a afiadir
nucledtidos por el extremo 3'-OH al reconocer por apareamiento complementario

secuencias blanco en el ADN molde o plantilla, que es generalmente de origen



genoémico (Karp, 1998). Los microsatélites han sido muy utiles para estudios en
ecologia de poblaciones, por ejemplo Dalén (2004) empled esta técnica para distinguir
muestras de heces de zorra del artico (Alopex lagopus) y zorra roja (Vulpes vulpes), que
son indistinguibles al colectarlas en campo. Farrell et al., (2000) extrajeron ADN de
excrementos para discriminar cuatro especies de carnivoros que cohabitan

simpétricamente en Venezuela, dos de esas especies eran jaguar y puma.

Los marcadores moleculares han sido ttiles para estudios genéticos en otros
mamiferos, por ejemplo, Pérez-Sweeney et al. (2005) emplearon microsatélites para ver
diversidad genética en una poblaciéon de tamarino o titi leén negro (Leontopithecus
chrysopygus), de la cual identificaron nueve loci polimérficos y mediante su andlisis
determinaron si se encontraba en Equilibrio de Hardy-Weinberg; los resultados
mostraron que a pesar de ser una poblacién en vias de extincion, los alelos tuvieron una
heterocigosidad adecuada para el tamafio efectivo poblacional, considerando que el
tamarino negro ha padecido constantes reducciones poblacionales, y cuellos de botella

genéticos (Leberg, 1992).

Uno de los parametros para medir la variacion genética es conocer la
heterocigosidad o la proporcion de heterocigotos en una poblacidn, es decir el nimero
de individuos con diferentes alelos en un locus (Allendorf y Luikart, 2007). Existen dos
mediciones de la heterocigosidad, la esperada (He) y la observada (Ho), la primera esta
vinculada al Equilibrio de Hardy-Weinberg, el cual postula que las frecuencias alélicas
y genotipicas alcanzardn un equilibrio, definido por la distribucién binomial en una
generacion y permanecerd constante en poblaciones con panmixia que no experimenten

migracion, seleccidon, mutacion o apareamiento selectivo (Allendorf y Luikart, 2007).
|
Féormula: H,=1— Z pz o mas conocido de la siguiente manera:

1= 8



EHW: p2+2pq+q2 =1, donde p y ¢ son las frecuencias de los alelos.

Si el valor de la heterocigosidad observada se desvia considerablemente del
valor de la esperada, entonces la poblacién tendria exceso o déficit de heterocigotos, lo
cual podria tener varias implicaciones para su adecuacion darwiniana. Generalmente se
asocia un bajo nivel de heterocigosis a poblaciones con un tamafo efectivo pequefio
(Ne), debido a que en cada generacién con proporcién mendeliana se perderia 25% de
los heterocigotos; si el Ne fuera muy grande, habria mas ndmero de posibles
combinaciones durante el intercambio genético para que se formen mas heterocigotos.
Un ejemplo donde se puede observar el efecto conjunto de varias situaciones criticas:
Ne reducido + cuellos de botella + deriva génica + endogamia = el chita, que en la
actualidad tiene un nivel de monomorfismo alto y menos de 1% de heterocigosidad
(Ho=0.0004), por lo que el prondstico de supervivencia de esta especie es muy bajo
(O’Brien et al., 1983; Merola, 1994; Kelly y Durant, 2000). Se ha reportado que un
nivel de heterocigosidad bajo esta correlacionado significativamente con el incremento
en la tasa de extincion de poblaciones vulnerables (Hedrick y Kallinowski, 2001). A
decir, Saccheri et al., (1998) proveyeron la primer evidencia de que los niveles de
heterocigosidad pueden influir tanto en una poblacién como para llevarla a la extincion,
para ello evaluaron la heterocigosidad de 42 poblaciones de mariposa (Melitaea cinxia)
a través de siete enzimas polimorficas y un microsatélite, con un modelo de regresion
logistica obtuvieron niveles de endogamia mds altos en las poblaciones mds pequenas y
aisladas; asimismo, siete de las 42 poblaciones se extinguieron, y lograron correlacionar
significativamente las diferencias en la heterocigosidad entre las poblaciones (a menor
nivel de H, mayor endogamia y probabilidad de extincién). Otro pardmetro que puede

ser util para estimar la variacion genética es la cuantificacion del nimero total de alelos



por locus. Esta medida se complementa bien con la heterocigosidad debido a que es mas
sensible a la pérdida de variacién atn si el tamafio muestral es pequeno. Ademds el
empleo de la proporciéon de loci polimérficos ayuda a comparar la variacién entre
poblaciones, para ello se considera primero un locus polimérfico si la frecuencia del

alelo mds comtn es igual o mayor a 0.95 (Allendorf y Luikart, 2007).

Variacion genética en jaguar

Por la evidencia que existe sobre la reduccion y fragmentacion en su drea de
distribucion, asi como la disminucion de la conectividad entre los parches de hébitat, es
posible que las poblaciones de jaguares estén perdiendo diversidad genética y su
potencial evolutivo pueda ser afectado como una consecuencia de ello, como se ha
reportado que ha sucedido con las poblaciones de chita, ledn, tigre asidtico, leopardo y
panda, por lo que recientemente se le ha puesto atencion a las poblaciones en cautiverio
como reservorio recurso genético alternativo. En un estudio se pudo determinar que
unos ejemplares de tigres de la India conservaban unos genotipos pertenecientes a una
localidad donde ya estaban extintos en vida libre e iniciaron unos programas de

recuperacion mediante la reproduccion de estos individos (Luo et al., 2008).

Es notable que a pesar de las evidencias de pérdida de variacién genética con
otras especies del género Panthera, ademés de los avances en técnicas de biologia y
genética molecular, la informacién sobre aspectos genéticos de poblaciones de jaguar
sea escasa (Eizirik et al., 2002; Roques et al., 2011). Las investigaciones se podrian
apoyar en protocolos estandarizados de muestras de jaguares en los que se emplea
material biol6gico de forma no invasiva, con lo que se puede obtener informacion
valiosa, como el estatus de conservacion ecoldgica y genética de una poblacion,

caracterizaciones hormonales, presencia de patégenos, entre otros. Eizirik et al., (2001)

10



fueron los pioneros en investigar la diversidad genética, la estructura poblacional e
historia demogréfica de 40 jaguares en Sudamérica; lo que mds destacaron de sus
resultados fue que los jaguares analizados, que provenian de cuatro regiones separadas
por barreras geograficas y artificiales, mostraron niveles moderados a altos de
heterocigosidad que evaluaron a través de microsatélites, sin embargo, en la estimacion
de variacién genética con secuencias mitocondriales obtuvieron un ndmero de
haplotipos y diversidad nucleotidica con niveles bajos a moderados. Por estos resultados
sugirieron que es probable que las poblaciones hayan pasado por un proceso de

expansion demogréfica, antecedido por un cuello de botella genético.

Seria muy recomendable que se emplee un conjunto o set estandarizado y
sistematizado de marcadores moleculares para el desarrollo de anélisis comparativos de
jaguares en diferentes sitios de estudio y ecosistemas, como lo propusieron Eizirik et al.
(2008) al evaluar el estatus actual del jaguar con 13 microsatélites que seleccionaron al

observar su utilidad para obtener genotipos con un nivel de polimorfismo alto (Cuadro

1).

Cuadro 1. Niveles de variacion genética evaluados con muestras de jaguars de vida libre y con
muestras de museos.

Autores Afio Sitio Nuam. de Parametro
muestras
Eizirik et al. 2001 América 44 H =0.622-0.724
Roma-Moreno et al. | 2006 | Zooldgicos brasilefios 39 PIC =0.69
Ruiz-Garecia et al. 2006 Colombia 62 H =0.846
Haag et al. 2010 Brasil 59 H=-~0.73
Roques et al. 2014 Brasil 90 H= 0.74
Roques et al. 2015 Brasil y México 102 H = 0.6 (México), 0.73-0.84 (Brasil)

PIC = contenido de informacién polimdrfica y H = heterocigosidad.

Haag er al. (2010) investigaron sobre los efectos de la fragmentacion en

poblaciones de jaguar en Brasil y obtuvieron que han perdido diversidad alélica a causa
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de la deriva génica y como consecuencia se estdn estructurando porque el flujo génico
estd disminuido por efecto de las barreras geograficas, que limitan la migracién de
individuos. En general las poblaciones de jaguar a lo largo de su érea de distribucién
han mostrado un nivel de variabilidad genética moderado a alto (Eizirik et al., 2001;
Ruiz-Garcia et al., 2006; Roma-Moreno et al., 2006; Eizirik et al., 2008). Sin embargo,
se ha reportado que al cabo de unas 10 generaciones el nivel de endogamia puede
aumentar tanto en poblaciones de vida libre como en cautiverio, por lo que el objetivo
principal de los programas de conservacion de especies en peligro de extincion se
deberia centrar también en mantener la variacién genética y evitar lo mds posible la

endogamia (Willoughby et al., 2015).

Endogamia

La endogamia se refiere generalmente al apareamiento entre individuos con un alto
grado de parentesco, lo que provocaria que aumente la probabilidad de encontrar dos
individuos que compartan alelos IBD (identity by descent), esto quiere decir que
aumente la posibilidad de que se compartan alelos idénticos que vienen de generaciones
anteriores y se van haciendo cada vez mas frecuentes (Allendorf y Luikart, 2007), esto
podria observarse cuando hay cruzamiento no aleatorio en generaciones sucesivas en
una poblaciodn inicial que tenga pocos individuos y estén muy emparentados entre ellos,
si no se introducen “genes nuevos” en esta poblacion se enfrentarian a dos escenarios:
pérdida de diversidad alélica y fijaciéon de alelos con desventajas adaptativas por la
deriva al azar, es decir, las mutaciones deletéreas tenderian a acumularse porque la
selecciéon es menos eficaz (puesto que habria pocos individuos heterocigotos) en
poblaciones pequefias y esto podria conducir a un severo cuello de botella genético que

ponga en peligro de extincion a la especie (Keller y Waller, 2002). Ambos procesos
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tienden a ser graduales y no son rdpidamente perceptibles, sin embargo, la endogamia
puede actuar con rapidez en poblaciones pequeiias por la fijacién de una fraccidon grande
de la carga genética causada por la deriva génica, de tal manera que aumenta la
frecuencia de individuos que son homocigotos para alelos IBD, lo cual resulta en la
reduccidn del fitness, que a veces se refiere como depresién por endogamia (Hedrick y

Kallinowski, 2000; Keller y Waller, 2002).

Para probar los efectos de la endogamia en poblaciones de vida libre, Jiménez et
al. (1994) realizaron un estudio con el ratébn Peromyscus leucopus noveboracensis,
formando una poblacién endogdmica y una no endogdmica, observaron que tuvo un
ligero efecto al aumentar los niveles de alelos letales (0.45), aunque en otros roedores u
otros mamiferos se presentan niveles mds altos en condiciones similares. Otro ejemplo
muy conocido es el del chita, cuyo nivel de heterocigosidad es de solo 0.0004-0.014,
este fenomeno fue producido por varios cuellos de botella genéticos seguidos de
extensos periodos de endogamia, por lo que sus niveles de homocigosidad son muy
altos (O’ Brien et al., 1983; 1987; Merola, 1994;). Hedrick y Kallinowski (2000)
evaluaron la influencia de la endogamia y la deriva génica en el fitness de una poblacion
de Drosophila sp., la mitad de la poblacion hered6 alelos recesivos letales y la mitad
perjudiciales, al cabo del tiempo disminuy¢ el fitness y el tamafno poblacional en ambas
y nos llevaria a hacernos la siguiente pregunta: ;Esto se podria generalizar a especies
amenazadas? La respuesta podria ser que si debido a que en las poblaciones pequeias la
deriva génica tendria mayor influencia que la seleccién natural, puesto que recrudece la
probabilidad de aparicion de alelos recesivos, por ejemplo, la pantera de Florida (Puma
concolor coryi) tuvo una disminucion dréstica de su poblacion hasta quedar en unos 50

individuos que reunieron con los pocos que sobrevivieron en vida libre y algunos de
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cautiverio (Hedrick y Kalinowski, 2010). Han realizado muchos esfuerzos por conservar
esta subespecie de puma, sin embargo, sus niveles de heterocigosidad son tan bajos

como los del chita.

Genealogia

Con los andlisis de ADN se puede inferir las relaciones de parentesco entre los
individuos en poblaciones de vida libre y cautiverio, con ello se ha tratado de elucubrar
su origen y desarrollo evolutivo (Godoy, 2009). Si no se tiene un registro de genealogia
(studbook), involuntariamente se podrian estar reproduciendo entre consanguineos,
cuyas consecuencias ya fueron sefialadas anteriormente (pérdida de variabilidad
genética, endogamia). Se puede hacer la asignacion de individuos de origen
desconocido a una poblacion basdndose en la correlacion de distancias y similitudes
genéticas entre ellos y unas poblaciones de referencia. Los métodos para hacerlo estdn
basados en la probabilidad de encontrar genotipos multilocus (Charlesworth y Willis,
2009) que hagan match en la distribucion de los genotipos asignados a individuos con

una poblacion originaria ya conocida (Cornuet y Luikart, 1996).

Con el conocimiento del genotipo y genealogia de los jaguares en cautiverio se
podrian formar las bases para un programa de cruzamiento, existen algunas especies
cuyos programas de cruzamiento han resultado favorecedores, como el del panda
(Ailuropoda melanoleuca), lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi), ocelote
(Leopardus pardalis) y margay (Leopardus wiedii). En México la DGVS (Direccién
General de Vida Silvestre) de la SEMARNAT (Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales) es la dependencia mexicana que deberia contar con el censo
actualizado y pedigri de los jaguares que hay en cada UMA, como no existe, y mucho

menos hay una caracterizaciéon genética de cada uno, en este trabajo evaluamos la
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variabilidad genética de 56 jaguares, cuyo resultado serd el punto de partida para
proponer las estrategias a seguir para la formacién del registro genealdgico

estandarizado de jaguares cautivos en México.
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Pregunta de investigacion

(Existe variabilidad genética suficiente en los jaguares que estdn en cautiverio para

poder ser la base de futuros programas de conservacion de su diversidad genética?

Hipotesis
Existe una variabilidad genética en la poblacion de jaguares en cautiverio en parques
zooldgicos en México suficiente para plantear programas de conservacion de la

diversidad genética en esta especie.

Objetivo general

Evaluar a través de polimorfismos en microsatélites y secuencias mitocondriales la
diversidad genética de la poblacion de jaguares en cautiverio en México, con el fin de

proponer programas de conservacion de esta diversidad genética.

Objetivos particulares

1. Evaluar la variabilidad genética en una poblacion de jaguares en cautiverio a través
del uso de secuencias microsatélites.

2. Evaluar la variabilidad genética en una poblacion de jaguares en cautiverio a través
del analisis de secuencias mitocondriales.

3. Analizar la variabilidad genética de la poblacion de jaguares tomando base los datos
de los polimorfismos y secuencias.

4. Realizar una propuesta de programa de cruzamiento con base en los resultados de los

ejemplares evaluados.
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III. Materiales y métodos

Muestreo
Se realizé una fase piloto con sangre de gato doméstico, con la finalidad de estandarizar

las condiciones de PCR sin malgastar muestras de jaguar.

Se colectaron 56 muestras de sangre completa de jaguar desde mayo de 2011

hasta octubre de 2013, provenientes de 14 zooldgicos mexicanos:

Cuadro 2. Lista de zoolégicos que participaron en la entrega de muestras de sangre de jaguar

Zoolégico Entidad Federativa
1 Distrito Federal
2 Distrito Federal
3 Hidalgo
4 Puebla
5 Morelos
6 Guerrero
7 Quintana Roo
8 Yucatan
9 Guanajuato
10 Puebla
11 Guanajuato
12 Estado de México
13 Sinaloa
14 Oaxaca

El volumen de sangre se procuré que fuera de por lo menos 2 ml, se colect6 en
vacutainers con EDTA y se almacené en refrigeracion a 4 °C hasta su procesamiento.
Para la contencién quimica de los individuos se siguieron los protocolos establecidos en
cada UMA, los cuales estdn basados en la NOM-126-ECOL-2000. Debido a que es una
especie en peligro de extincién estd enlistada en la NOM-059-SEMARNAT-2010, por

lo que se contd6 con la mencién en el permiso de colecta: Oficio Num.
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SGPA/DGVS/01685/11, a nombre del Dr. Gerardo Ceballos Gonzalez del Instituto de

Ecologia de la UNAM.
Métodos de procesamiento de muestras

En el Laboratorio de Microbiologia Agropecuaria de la UAM-Xochimilco se hizo la

extraccion de ADN gendmico (basado en el protocolo de Sambrook y Russell, 2001):

a) Se homogeneizé6 el contenido del tubo, se tomd una alicuota de 500 pl y se pasé a
un tubo nuevo de 1.5 ml. Se centrifugé a 1500 rpm durante 3 minutos, se retiré el
sobrenadante cuidando de no tocar el paquete celular blanco (leucocitos). Se
afiadieron 500 pl de buffer SRL, se mezclo por inversion y se centrifugd a 1500

rpm a temperatura ambiente.

b) Con una micropunta de 100 pl se retird el sobrenadante y se dejo solo la pastilla, a
la cual se le afiadieron 2 ml de SRL y se homogeneizd. Se pasé a otro tubo nuevo y

se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.

c) Se decanto el tubo y se conservo la pastilla, a ésta se le afiadieron 900 pl de TE, 15
ul de proteinasa K, 60 pul de EDTA y 60 pl de SDS. Se mezcl6 por inversion y se

incub6 a 56 °C durante 2 horas con agitacion suave.

d) Posteriormente se afiadieron 400 pl de NaCl y se agitd vigorosamente. Se
centrifug6 a 13300 rpm durante 20 minutos, se conservo el sobrenadante (400 pl) y

se transfirio a tubos nuevos de 1.5 ml.

e) Se afiadi6é a cada tubo 1 ml de etanol absoluto frio y se mezclé muy despacio por
inversion. Se le afiadieron 5 pl de poliacrilamida, se centrifugaron a 13300 rpm

durante 20 minutos a 4 °C, se conservd el sobrenadante en congelacién y se
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pusieron a secar los tubos con la pastilla de ADN. Posteriormente se rehidraté con

15 pl de TE y se rotul6 el tubo con la identificacion de cada jaguar.

El ADN extraido se visualiz6 a través de la electroforesis, para ello se preparé un
gel de agarosa 0.8% y se introdujo en una cdmara de electroforesis conectada a una
fuente de poder, con unas cargas a 80 Volts y 100 mA durante 45 minutos. Después se
tifid el gel en una solucién de bromuro de etidio al 2%. Posteriormente se midié la
concentracion del ADN en un espectrofotometro y se diluyé a una concentracién final

de 100 ng/ml.

Se utilizé un conjunto de 11 microsatélites marcados con fluorocromo, desarrollado
por Menotti-Raymond ef al. (1999) y optimizado por Roques et al. (2014). Los
primeros autores desarrollaron un mapa de ligamiento entre cromosomas usando mas de
500 microsatélites para gato doméstico (Felis catus), los segundos seleccionaron 11 que
tuvieran un nivel de polimorfismo alto, ademds organizaron los microsatélites en dos
grupos de tal forma que con su marcaje no se sobrelaparan los rangos del tamaiio de los

fragmentos, con el fin de hacer una lectura multiplex (Cuadro 3).

En el Laboratorio de Ecologia Molecular de la Estacion Bioldgica de Dofiana
(Sevilla) se hicieron las amplificaciones de los fragmentos utilizando ese mismo set de
microsatélites, bajo la supervision del Dr. José Antonio Godoy y patrocinado por el
proyecto de Genética de la Conservacion del Lince Ibérico. Las condiciones de la PCR
fueron: una primera etapa de desnaturalizacién a 95 °C durante 5 minutos, seguido por
40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C, con una duracién 30 segundos, hibridacién a 57
°C, con una duracién 90 segundos y extensién a 72 °C, con una duracién de 30

segundos, y una etapa final de extensién de 30 minutos a 72 °C.
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Cuadro 3. Loci evaluados en Panthera onca a través de 11 iniciadores marcados con fluorocromos
(Chirhart et al., 2000). El tamaiio de los alelos y la temperatura de alineamiento estan indicados

también en el texto. 6-FAM, NED, PET, VIC: acr6nimos de los fluorocromos.

Nombre del Secuencia de los iniciadores (5°-3") Color Tamafio | Temperatura Unidad de
microsatélite del alelo de repeticion
(en bp) alineamiento
(en °C)
FCA115 F:CTCACACAAGTAACTCTTTG 6-FAM 185-225 57 Tetranucle6tido
R:CCTTCCAGATTAAGATGAG
FCA90 F:ATCAAAAGTCTTGAAGAGCATGG 6-FAM 100-120 62 Dinucleétidos
TGTTAGCTCATGTTCATGTGTCC
FCA26 F:GGAGCCCTTAGAGTCATGCA 6-FAM 126-160 60
TGTACACGCACCAAAAACAA
FCAS2 F-TCACCGCTTAAGAAGAGGCTA VIC 190-210 57
R:GTGAAGCTTCCGAAATGAGG
FCA176 F:GGAAACTTGGAAAGCAAAACC PET 213-233 57
R:TCCACAGTTGGAGTTCTTAAGG
FCA547 F:GGTGACAAAACAAAACAAAGCA VIC 215-235 60
R:GGAGCCTGCATAGGATTCAC
FCA77 F:GGCACCTATAACTACCAGTGTGA NED 110-154 57
R:ATCTCTGGGGAAATAAATTTTGG
FCA43 F:GAGCCACCCTAGCACATATACC NED hd 60
R:AGACGGGATTGCATGAAAAG
FCAS566 F.- TGCTCAAACAGATAAGGCTGAA NED 155-175 57
R:CCCACTCATGCTGTCTCTCA
FCA24 F.:CCCAGCTTTGTCTCTTACTGTG PET 210-235 60
R:CATCCTCCCCTAATGCCC
FCA126 F:GCCCCTGATACCCTGAATG PET 150-170 57

R:CTATCCTTGCTGGCTGAAGG

Las reacciones de PCR de cada uno de los dos multiplex consistieron en un

volumen final de 20 pl: 3 ul de ADN (15 ng/ul) Multiplex PCR Master Mix 1X

(QIAGEN®), BSA 0.01%, H,0, 0.2 M de cada iniciador, forward y reverse (Sigma-

Aldrich®). El microsatélite que se amplificé por separado (FCA115) se procesé con

diferentes condiciones en la PCR: una primera etapa de desnaturalizacién a 95 °C

durante 2 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturalizacién a 92 °C, hibridacién a 57

°C, y la extensién a 72 °C, cada paso con duracién de 30 segundos, y una etapa de

extension final de 5 minutos a 72 °C. Las reacciones de PCR tuvieron un volumen final

de 20 pul que contenian 3 pl de extracto de ADN (15 ng/ pl) Tris-HCl mM pH 8, mM




(NH4) 2S04, MgCl, 2.5 mM, dNTPs 0.25 mM, 0.01% de BSA, 0.4 M de cada iniciador
y 0.4 U de Taq polimerasa (Bioline®). Los amplicones se visualizaron en geles de
agarosa al 2% y se tifleron con bromuro de etidio al 2%. Se obtuvieron los alelos
(fragmentos) por medio del secuenciador SG-600 LIZ (Life Technologies Inc.). Se
calcul6 el tamafio de los fragmentos mediante el software v4.0 GeneMapper (Applied
Biosystems®) y se rectificaron manualmente aquellos alelos que tuvieran patrones

anormales o dudosos.
Analisis genéticos iniciales

Con la rectificacién manual y revisién de los alelos de todos los loci se asignaron los
genotipos consenso, se comprobaron errores de genotipado con el software
MICROCHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004), con un intervalo de confianza
del 95% y 1000 repeticiones. Este software puede ayudar a identificar los alelos nulos,
por los cuales se deben ajustar las frecuencias genotipicas sesgadas, por ejemplo, los
loci FCA115, FCA547 y FCA566 mostraron alelos nulos y mediante el software
FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007) se evalud si su presencia era suficiente para afectar
significativamente los cdlculos de las frecuencias de los genotipos. FreeNA ademds
permite dar varios tratamientos estadisticos a un conjunto de datos de microsatélites que
tenga alelos nulos con base en la correccion de INA, y permite evaluar si hay
diferencias significativas entre los valores de Fsr con dicha correcciéon (Chapuis y

Estoup, 2007). La frecuencia de alelos por cada locus se encuentra en el Anexo L.
Estimacion de la estructura genética

Para la asignacién de individuos a poblaciones con origen conocido, se pidi6d

autorizaciéon a Séverine Roques et al., quienes otorgaron permiso para usar los
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genotipos que han obtenido a lo largo de varios afios de colectas de muestras no

invasivas en la peninsula de Yucatan (Figura 2):

Ejido Caoba (3), Calakmul (1), Petcacab (6), El Zapotal (5), El Edén (4). El
nimero 2 corresponde a un sitio del cual no se incluye ninguna muestra para este

estudio.

Figura 2. Sitios de muestreo en la Peninsula de Yucatan (Imagen de C. Chavez).

Y varias zonas de Brasil: Amazonas, Caatinga, Cerrado (zona centro) y

Caatinga

Pantanal

Atlantica

Pampa
Pantanal. ?

Figura 3. Sitios de muestreo en Brasil

Con el software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003;

Hubisz et al., 2009) se infiri6 la probabilidad de asignar distintas poblaciones mediante
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andlisis bayesiano, el procedimiento se basa en el método de cadena de Markov-Monte
Carlo MCMC), y a su vez se basa en la méxima probabilidad de que los datos se
ajusten al ndmero potencial de agrupaciones o grupo genéticos K asignados; cada
ejecucion se realizd con 1 000000 periodos y 1 000000 iteraciones MCMC, con la
opcién de que las frecuencias de alelos estuvieran correlacionadas y con un modelo de
reproduccién con admixia (cuando hay reproduccion entre individuos que provienen de
poblaciones que estaban contiguas, pero quedaron separadas en algin momento). Se
introdujo en el modelo la opcion POPFLAG, en la que se establece que se tiene
informacién sobre el origen de algunos individuos (en la matriz de datos, se asigna un
valor de 1 en una columna adyacente a los genotipos) que en este caso fueron todos los
genotipos de los jaguares de vida libre de Brasil y México, de Roques et al. que se
utilizaron como referencia, para los 56 jaguares cautivos se asigné un valor de 0, es
decir, que no hay informacién previa sobre el origen de la poblacién. Se determiné el
valor maximo de AK con HARVESTER STRUCTURE 0.6.92 (Earl y von Holdt, 2012),
mediante el método de Evanno y posteriormente se calculd la distribucién de la

variacion genética entre y dentro de los grupos genéticos de individuos.

Para determinar la agrupacién de los individuos con base a la correspondencia
de sus frecuencias alélicas se hizo un andlisis factorial de correspondencias (FCA) en
Génétix 4.05 (Belkhir et al. 2005) primero usando solo el conjunto de genotipos de
jaguares de zooldgicos y en otro modelo utilizando simultdneamente el conjunto de los

genotipos de vida libre y de cautiverio.

Se hizo un analisis de varianza molecular (AMOVA) basado en Fsr con
GenAlEx 6.5.2. (Peakall y Smouse 2006). Ademds, un arbol filogenético fue construido

a partir de las distancias genéticas de conformidad con el modelo Stepwise Mutation
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Model o modelo de mutacién gradual (SMM), y fue tomado como base para analizar si
esta poblacion pasé por un cuello de botella genético recientemente. Se calculd la
distancia genética de Nei (Nei, 1972) de todos los individuos utilizando
POPULATIONS 1.2.30 (Langella, 2002). A su vez, estas distancias se utilizaron para
construir el arbol NJ (Neighbour-joining) que agrupa individuos por similitud genética
con otro software: FIGTREE 1.4.2. (Rambaut y Drummond 2010), por ultimo con
GENETIC STUDIO (Dyer 2009) se estimaron las distancias genéticas de Nei (DNei)

entre los grupos genéticos obtenidos.

Variabilidad genética

Para calcular algunos pardmetros genéticos se utilizaron las frecuencias alélicas,
incluyendo el nimero medio de alelos por locus (A), el nimero medio de alelos
efectivos por locus (Ae), heterocigosis observada y esperada (Ho, He), el indice de
fijacion de alelos (Fst) mediante el software Genalex 6.5. Se efectuaron algunas pruebas
globales y especificas con los genotipos poblacionales para detectar desviaciones del
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) con ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer,
2010), y GENEPOP (Raymond y Rousset, 1995) mediante 100000 iteraciones de la
cadena de Markov y 100000 dememorisation steps. Se infirid que hubo niveles de
desequilibrio de ligamiento (LD) o desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE)
significativos y fueron corregidos con una aproximacién de comparaciones multiples
mediante False Discovery Rate (FDR), de acuerdo a Benjamini y Hochberg (1995), que
utiliza el software QVALUE (Storey, 2002) para R (version 3.0.1; Desarrollo R Equipo

Central, 2013).
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Tamano efectivo de la poblacion, cuellos de botella genéticos y parentesco

El tamafo efectivo de la poblacion se midié con el software LDNE (Waples, 2006;
Waples y Do, 2008), basado en el método de desequilibrio de ligamiento (Hill, 1981).
Se utilizé para calcular cuantos jaguares estan siendo reproducidos (y dejando sus genes
en el pool genético) en los zooldgicos muestreados. También se utilizo el software
BOTTLENECK 5.1.26 (Cornuet y Luikart, 1996; Piry et al., 1999) para detectar
indicios sobre posibles cuellos de botella genéticos dentro de la poblacion, que hayan
ocurrido recientemente. Se estimd la heterocigosidad observada y esperada bajo el
modelo de alelos infinitos (IAM), el modelo de mutacién gradual (SMM) y el modelo
de dos fases (TPM), con ajustes de 90% SMM, el 10% en IAM, y el 10% de la varianza;
y los valores por defecto utilizados (70% SMM, 30% de 1AM, y 10% de la varianza).
Ambos ajustes se realizaron con 10000 repeticiones y el exceso de heterocigosidad fue
examinado con la prueba de Wilcoxon. Se evalu6 la relacion entre los individuos con el
programa ML-RELATE (Kalinowski et al. 2006), en donde se considera la presencia de

alelos nulos y se basa en las pruebas de maxima verosimilitud.

25



IV.  RESULTADOS

Muestreo poblacional y deteccion de errores en las salidas
Se evaluaron los genotipos obtenidos de 56 jaguares provenientes de 14 zooldgicos
mexicanos a través de 11 microsatélites, se detectaron tres de ellos con presencia de
alelos nulos: FC115, FC547 y FC566. Este andlisis se hizo con el software MICRO-
CHECKER (Oosterhout y Hutchinson, 2004), posteriormente se evalué con la z-student
st las diferencias fueron significativas (¢ = 0.015, P = 0.99, G.L. = 20) de acuerdo con el
andlisis FreeNA (Fst-INA = 0.096, Fst = 0.095) y con GRAPHPAD RAPID CALCS
(Chapuis y Estoup, 2007). Como no hubo diferencias significativas se determiné que la

presencia de los alelos nulos no afectaria las salidas de los demds anélisis.

Estructura genética

Considerando los jaguares de los zoolégicos como una poblacidén base, se obtuvieron
tres grupos genéticos con el software STRUCTURE 2.3.4 (LnPr (K =3) =-1716.35, ver
Figura 4 y 5), de acuerdo con el método Evanno (basado en la probabilidad maxima de
grupos K (Pritchard er al., 2000), y como se puede apreciar en la grafica que se
encuentra posteriormente, el maximo valor de AK estd dado en K = 3.

Deltak = mean(|L"(K}]) / sd(L(K))

20

15

1/ 0\

Delta K

Figura 4. Deteccion del nimero de K grupos 6ptimos usando los genotipos de jaguares
cautivos. Basado en el método de Evanno et al. (2005).
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Figura 5. Estimacion de los grupos genéticos de 56 jaguares en cautiverio utilizando 11 microsatélites. El
nimero resultante fue asignado al niimero 6ptimo de grupo genéticos (K) utilizando STRUCTURE 2.3. El color
en cada linea vertical representa la proporcion de cada K grupo inferido por cada individuo. El niimero en la
parte inferior de cada barra corresponde a la identificacion individual, el niimero entre paréntesis corresponde
a la poblacion con la que se introduce el conjunto de datos al inicio de las simulaciones.

Paralelamente se realizé el andlisis conjunto con los genotipos de vida libre

provenientes de Brasil y México, se obtuvieron 4 grupos genéticos (Figuras 6 y 7):

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

Delta K

ra
w
=l
un
=}
-~

Figura 6. Deteccion del nimero de K grupos genéticos 6ptimos usando los
genotipos de jaguares de vida libre que provienen de la peninsula de Yucatan y
varias zonas de Brasil. Basado en el método de Evanno et al. (2005).
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Figura 7. Estimacion de los grupos genéticos de 158 jaguares (56 provienen de cautiverio y 102 de vida libre: 23
de la peninsula de Yucatan; 17 de Caatinga, 33 del Pantanal, 13 del centro de Cerrado y 11 del Amazonas en
Brasil) utilizando 11 microsatélites. El nimero resultante fue asignado al nimero éptimo de grupos (K)
utilizando STRUCTURE 2.3.4. El color en cada linea vertical representa la proporcion de cada K grupo
inferido por cada individuo. El nimero en la parte inferior de cada barra corresponde a la identificacion
individual.

Para comprobar que la asignacién de individuos a cada grupo genético fuera la
adecuada, se verifico que la probabilidad de asignacién fuera de minimo 60% para

considerarla aceptable (Cuadro 4).

Cuadro 4. Nimero de individuos que en Structure fueron asignados a un grupo genético con
una probabilidad de <40 a 95%.

P Niimero de jaguares asignados (%)
>90 % 30 53.57
>80 % 9 17.86
>70 % 8 14.29
>60 % 2 3.57

45-60 % 7 12.50
Total 56 100
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Mis de las tres cuartas partes de la poblacion total fue asignada con una
probabilidad mayor a 60%. Para visualizar la distribucion final asignada de los tres
grupos genéticos en los jaguares de cada zooldgico se realiz6 un grifico de barras
(Figura 8). Cada barra representa el o los individuos que fueron muestreados por
zooldgico y la proporcién del color de cada grupo genético que esta representado en ese

zooldgico.

B Grupo 3

Grupo 2
g | s Grupo 1

[
L

Figura 8. Distribucion de los tres grupos genéticos asignados en Structure en cada zoolégico.

Para tener otra perspectiva de la estructuracién de la poblacion se obtuvo con
Génétix un andlisis factorial de correspondencias (Figura 9), en el primer caso se usaron
solamente los genotipos de jaguares de cautiverio, y quedaron asignados de la siguiente

manera:
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Figura 9. Analisis factorial de correspondencias de genotipos de jaguares cautivos. Cada cubo
representa un individuo, los ejes representan la parte porcentual que es explicada por la similitud en la
correlacion de las frecuencias alélicas.

La mayoria de los individuos estidn agrupados cercanamente en la nube de
puntos de dispersion, los que estdn fuera del circulo rojo trata de jaguares que se
encuentran con una mayor distancia genética. En concreto, los objetos analizados (en esta
version del programa se refiere a todos los individuos) son vistos como una nube de puntos
en un hiperespacio que tiene varias dimensiones y modalidades (alelos) en todas las
variables (alelos en diferentes loci), por convencion, el primer eje es la que tiene la mayor
contribucién a la inercia total. En este andlisis de correspondencia se observaron 10
jaguares que no estuvieron agrupados cercanamente, es decir, que tuvieron mayor distancia
genética respecto de los demds; al revisar los grupos genéticos formados en Structure se
observo que hubo algunas coincidencias en que esos 10 jaguares pertenecieran al mismo
grupo genético, asimismo hubo algunas coincidencias en los individuos asignados en un
mismo grupo genético y los individuos que estaban agrupados de manera muy cercana en

el FCA (Figura 10).
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En el segundo anélisis factorial de correspondencias, en el que se utilizaron de
manera conjunta los genotipos de jaguares de vida libre y de cautiverio, se obtuvo la

siguiente figura:

Figura 10. Analisis factorial de correspondencias en el que estan considerados los genotipos de los

jaguares de cautiverio y de vida libre. Cada cubo representa un individuo, los ejes representan la

parte porcentual que es explicada por la similitud en la correlacion de las frecuencias alélicas. Los

cubos amarillos representan los de cautiverio, los azules los de origen brasilefio y los de blanco los
de origen mexicano.

Esta asociacién candnica se ajusta a lo que presumiblemente ocurre en algunos
zooldgicos mexicanos: que la mayoria de los individuos contengan mds genotipos que
sean afines a jaguares con origen mexicano, no obstante, hay varios casos en los que se
observa que hay individuos que son agrupados hacia la nube de datos correspondiente a
jaguares de origen brasilefio. Se observa también una diferenciaciéon amplia entre los

individuos de Brasil y México.

Variabilidad genética

Se encontraron 176 genotipos para la poblacion de jaguares cautivos (Cuadro 5), con un

rango de 6-40 (X = 16) genotipos por locus. El menor nimero de genotipos por locus
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fue de seis en FCA43, y el més alto fue 40 en el FCA115. Este microsatélite presento el
mayor nimero de genotipos heterocigdticos (33), mientras que el mds bajo fue FCA43
con 3. El loci que tenia el nimero mds bajo de los genotipos homocigotos fue FCA26

con 1 y el mas alto FCA115 con 7 (Anexo I).

Cuadro 5. Nimero de genotipos por locus, por cada grupo genético y por el total.

Locus Total de Homocigotos | Heterocigotos Grupo Grupo Grupo
grupo genético 1 genético 2 genético 3
genéticos

FCA24 12 3 9 10 6 5
FCA26 10 1 9 10 4 3
FCA43 6 3 3 6 6 2
FCA77 17 4 13 13 7 3
FCAS82 12 4 8 9 3 5
FCA90 14 5 9 9 6 5
FCA115 40 7 33 25 12 4
FCA126 10 2 8 8 7 3
FCA176 13 4 9 12 6 3
FCA547 23 5 18 16 10 4
FCA566 19 4 15 16 6 6

Total 176 42 134 134 73 43

Promedio 16 3.82 12.18 12.18 6.64 3.91

Se midi6 la heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), el nimero total de
alelos (A), el numero de alelos efectivos (Ae), el indice de informacion de Shannon (I) y
los valores Fst por locus (Cuadro 6). En el grupo genético 1 el numero de alelos tuvo un
rangode 3 a 17 (X =7), el Ae de 2.62 a 12 (X =4.37). La minima Ho fue de 0.57 en el
locus FC24, la maxima fue de 0.85 en el locus FC1135, el valor promedio para todos los
loci de Ho y He fue iguales (0.7), el indice de fijacion Fst tuvo un rango de -0.14 a
0.12. En el grupo genético 2 el nimero resultante de alelos tuvo un rango de 3 a9 (X =
4.45). El Ae tuvo un rango de 1.2 a 7.1 (X = 3.13), la Ho minima fue de 0.19 en el locus
FC82, la maxima fue de 0.72 en el locus FC24 (X = 0.53), en dos loci se encontraron
diferencias significativas entre Ho-He: FC115 (0.62- 0.86; p <0.002), FC566 (de 0.5 a
0.7, P <0.0007), y hubo una diferencia global significativa (¢t = -0.169, -0.017 p <0.021).

En el grupo genético 3 los valores de Fst tuvieron un rango de -0.15 a 0.32, el nimero
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de alelos oscilé de 2 a 6 (X = 3.6), el Ae tuvo un rango de 1.44 a 4.67 (X = 2. 76), la
minima Ho fue de 0.37 en el locus FC43, 1a maxima fue de 0.98 en el loci FC115 y en
el FC176 (X = 0.71), entre cada pareja de valores de Ho y He en cada loci no se
encontraron diferencias significativas, pero si hubo diferencia significativa entre los
valores promedio de las Ho y He (0.71-0.59, t = 0.026, 0.207, P <0.016), la Fst tuvo un

rango de valores de -0.54 a 0.19.

Cuadro 6. Medidas de diversidad analizadas mediante 11 microsatélites en tres grupos genéticos de
56 jaguares cautivos. A = nimero de alelos, Ae = niimero efectivo de alelos, I = indice de
informacion de Shannon, Ho = heterocigosidad observada, He = heterocigosidad esperada, Fst =
indice de fijacion.

Nombre Locus A Ae | Ho He Fst
Grupo FCA24 5 262 | 1.18 | 057 | 062 0.08
genéticol 336 | 6 299 | 141 | 072 | 067 | -0.09
FCA43 3 262 | 1.02 | 061 | 062 0.02
FCA77 7 403 | 1.60 | 083 | 075 | -0.11
FCAS2 6 307 | 135 | 077 | 067 | -0.14
FCA90 5 338 | 131 | 074 | 070 | -0.05
FCAII5 | 17 | 1205 | 265 | 085 | 0.92 0.07
FCA126 | 6 250 | 120 | 062 | 060 | -0.04
FCA176 | 6 410 | 153 | 073 | 076 0.04
FCA547 | 8 526 | 183 | 079 | 081 0.03
FCA566 | 8 541 | 181 | 071 | 081 0.12
Total 7 437 | 154 | 072 | 072 | -0.01
Grupo FCA24 | 4 299 | 1.19 | 072 | 066 | -0.09
genético 2 T RpEAge 3 221 | 092 | 063 | 055 | -0.15
FCA43 3 252 | 099 | 053 | 0.60 0.13
FCA77 5 250 | 1.17 | 050 | 0.60 0.17
FCAS2 3 121 | 037 | 0.19 | 0.17 | -0.08
FCA% | 4 296 | 1.16 | 0.61 | 066 0.08
FCA115 | 9 711 | 208 | 062 | 086 0.27
FCAI26 | 5 291 | 123 | 050 | 0.66 0.24
FCA176 | 3 297 | 1.09 | 053 | 066 0.21
FCAS47 | 5 379 | 142 | 050 | 0.74 0.32
FCA566 | 5 334 14 | 050 | 0.70 0.29
Total 4.455 | 3.136 | 1.185 | 0.530 | 0.624 | 0.125
Grupo FCA24 | 4 261 | 1.16 | 050 | 0.62 0.19
genético 3 T pEATg 3 233 | 095 | 087 | 057 | -0.53

33



FCA43 2 1.44 0.48 0.37 0.30 -0.23

FCA77 3 1.85 0.78 0.62 0.46 -0.36

FCAS82 5 3.92 1.47 0.86 0.74 -0.15

FCA90 3 2.67 1.04 0.62 0.62 0.00

FCA115 5 4.08 1.49 0.98 0.75 -0.32

FCA126 2 2 0.69 0.50 0.50 0.00

FCA176 3 2.84 1.07 0.98 0.65 -0.54

FCA547 4 1.97 0.95 0.62 0.49 -0.27

FCA566 6 4.67 1.67 0.86 0.79 -0.09
Total 3.636 | 2.762 | 1.068 | 0.713 | 0.591 | -0.210
Promedio 5.03 | 3.42 1.26 0.65 0.65 -0.03

No se detectaron desviaciones significativas en el anélisis de desequilibrio por
ligamiento en ninguno de los grupos genéticos, dado que consideramos los 11 loci como
marcadores independientes; sin embargo se hallaron signos de desviacion del equilibrio
Hardy-Weinberg debido a la deficiencia de heterocigotos en cuatro loci del andlisis de
la poblacion total: FCA82 (Fis W & C = 0.08, P = 0), FCA115 (Fis W & C=0.14, P =
0), FCA547 (Fis W & C =0.21, P = 0) y FCA566 (Fis W & C =0.20, P =0) y en el
grupo genético 2, dos loci: FCA547 (Fis W & C =0.35, P =0) y FCA566 (Fis W & C =

0.31,P=0).

En resumen, los niveles de diversidad genética fueron de moderados a altos (de
0.53 a 0.72) con un promedio global de 0.65 (cuadro 6). La Ho fue mayor en el grupo
genético 1 (0.72), pero teniendo en cuenta que el grupo genético 3 contenia s6lo ocho
individuos, su valor de Ho (0.71), sugiere un ligero nivel de exogamia, mientras que el

grupo genético 2 mostrd una heterocigosidad moderada (0.53).

Los resultados de AMOVA mostraron que la variacion genética reside
intraindividualmente (76% P = 0.001), después a nivel interindividual (16% P = 0.001)
y por ultimo entre grupos (8% P = 0.001), ver Cuadro 7. Los valores de Fst y de la

distancia de Nei mostraron que el nivel de estructuracién genética fue bajo entre los
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grupos genéticos; bajo entre el grupo genético 1 y el grupo genético 2 (Fst = 0.051, Nei

= 0.2142) moderado entre el grupo genético 1 y el grupo genético 3 (Fst = 0.113, Nei =

0.4857), y también moderado entre el grupo genético 2 y el grupo genético 3 (Fst =

0.151, Nei = 0.5425).

Cuadro 7. Analisis de varianza molecular (AMOVA) basada en los valores de Fst.

Fuente de variacion G.L. Suma de Varianza de los Porcentaje de
cuadrados componentes variacion
Entre 1 33.778 0.365 Va 8 %
grupo genéticos

Entre 53 248.981 0.702 Va 16 %
Individuos

En 56 184.5 3.295 Vb 76 %
Individuos

TOTAL 111 629.141 4.361

Indice de fijacion Fst: 0.084 P = 0.001

Se construyé un drbol filogenético basado en el método de relaciéon entre

individuos mds cercanos (Neighbour-joining NJ) en el cual se mostré que los jaguares

de los grupos genéticos 1 y 2 tuvieron mds similitud por las distancias genéticas de Nei,

y al comparar la ramificacién con la del grupo genético 3, éste aparece mads lejana alas

de 1 y 2 (Figura 11); este arbol solo contiene los genotipos de los jaguares cautivos. El

grupo genético 1 corresponde al color rojo, el grupo genético 2 corresponde al color

verde y el grupo genético 3 corresponde al color azul de la salida de Structure (Figura

35).
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Figura 11. Arbol filogenético sin raiz construido con el método NJ (Neighbour-Joining) basado en las
estimaciones de distancias genéticas estandarizadas de Nei (Nei 1972) entre las poblaciones.

También se construyd un dendograma analizando conjuntamente los genotipos
de los jaguares de vida libre y los de cautiverio. En este caso se consideraron tres grupos
genéticos: el 1 se refiere al de jaguares cautivos, el 2 se refiere al de jaguares brasilefios
de vida libre y el 3 se refiere al de jaguares de vida libre de la peninsula de Yucatdn

(Figura 12).

Grupo genético 1

100

Grupo genético 3

Grupo genético 2

Figura 12. Dendograma de los grupos genéticos considerando poblaciones de vida libre y de
cautiverio.

36



Tamaio efectivo de la poblacion, cuellos de botella genéticos, endogamia y
parentesco

La estimacion del tamaifio efectivo de la poblacion fue de 17.3 con el método de LD, un

tamafio de muestra media armdnica de 51.9 para todos los individuos (Cuadro 8).

Cuadro 8. Estimacion del tamaiio efectivo poblacional basado en el método LD.

LDNe
Tamafo de la media Ne Intervalo de
armoénica de la muestra confianza (95 %)
56 jaguares en 51.9 17.3 13.4-22.7
cautiverio

En la siguiente figura (Figura 13) se muestra la proporcion de machos y hembras

que hay en los 56 jaguares que fueron muestreados.

Hembras Machos

Figura 13. Proporcion de machos y hembras en 56 jaguares cautivos.

Con BOTTLENECK se detect6 un cuello de botella genético reciente asociado a
un exceso de heterocigotos para la poblacion total, con una variacion de 30% y una
probabilidad de 70%, respecto a los modelos de IAM y TPM (P = 0), con una varianza
de 10% y una probabilidad de 90%, bajo el modelo de IAM (P = 0). Cuando se analiz6

de forma independiente cada grupo genético, los tres mostraron signos de cuellos de

37



botella recientes de acuerdo al resultado de los tres modelos, con las variaciones y

probabilidad especifica (Cuadro 9).

Cuadro 9. Analisis de cuello de botella genético evaluado bajo tres modelos: IAM, TPM y SMM,
con varianza = 10% y 90% de probabilidad, varianza = 30% y probabilidad de 70 %

Varianza = 10 Probabilidad = 90 % Varianza = 30 Probabilidad = 70 %
1AM TPM SMM IAM TPM SMM
Locus He Heq Heq Heq He Heq Heq Heq

FCA24 0.685 ] 0.502 | 0.635| 0.669 | 0.685 | 0.502 | 0.585 | 0.669
FCA26 0.641 | 0.558 | 0.703 | 0.722 | 0.641 | 0.571 | 0.656 | 0.724
FCA43 0.595 1 0.318 | 0.428 | 0.461 | 0.595] 0.315 | 0.382 | 0.450
FCAT77 0.781 | 0.671 | 0.776 | 0.798 | 0.781 | 0.668 | 0.745 | 0.802
FCASR2 0.630 | 0.637 | 0.747 | 0.772 | 0.630 | 0.637 | 0.710 | 0.771
FCA90 0.738 | 0.514 | 0.642 | 0.674]0.738 | 0.521 | 0.591 | 0.673
FCA115 ]0.930 | 0.868 | 0.914 | 0.921 | 0.930 | 0.866 | 0.901 | 0.920
FCA126 | 0.635 | 0.576 | 0.699 | 0.724 | 0.635 | 0.573 | 0.651 | 0.722
FCA176 | 0.772 | 0.571 | 0.699 | 0.727 | 0.772 | 0.572 | 0.655 | 0.725
FCA547 | 0.846 | 0.664 | 0.775 | 0.799 | 0.846 | 0.660 | 0.736 | 0.802

FCA566 | 0.823 | 0.728 | 0.826 | 0.844 | 0.823 | 0.727 | 0.793 | 0.843
Wilcoxon (prueba de una P=0 P=0.18 | P=0.61 P=0 P=0 P =0.58
cola para comprobar
exceso de
heterocigosidad)

Grupo genético

Varianza = 10 Probabilidad = 90 % Varianza = 30 Probabilidad = 70 %
TIAM TPM SMM IAM TPM SMM
Locus He Heq Heq Heq He Heq Heq Heq

FCA24 0.63 | 0.561 0.665| 0.685] 0.63 ] 0.555| 0.624 0.685

FCA26 | 0.678 1 0.613 | 0.719| 0.744 | 0.678 | 0.619 | 0.683 0.740

FCA43 | 0.629 | 0.361 0463 | 0482]0.629 | 0.359 | 0.413 0.468

FCA77 | 0.768 | 0.688 | 0.771 0.787 | 0.768 | 0.693 | 0.745 0.788

FCAS82 0.69 | 0.647 | 0.729 0.75] 0.69| 0.645| 0.701 0.753

FCA90 0.7210.578 | 0.675| 0.692| 0.72 ] 0.579 | 0.639 0.694

Grupo genético 1

FCA115| 093410895 0924 | 0.929]0.934 | 0.897| 0917 0.928

FCA126 | 0.613 | 0644 | 0.726 | 0.749 | 0.613 | 0.636 | 0.693 0.745

FCA176 | 0.774 | 0.643 0732 | 0.745]0.774 | 0.650 | 0.698 0.751

FCA547 | 0.825 | 0.713 0.798 | 0.814 | 0.825 | 0.723 | 0.773 0.813

FCA566 | 0.83|0.719 | 0.795| 0.814| 0.83| 0.712| 0.769 0.815

Wilcoxon (prueba de P=0 P=023 P =0.68 P=0 P =0.04 P=076
una cola para
comprobar exceso de
heterocigosidad)
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Varianza = 10 Probabilidad = 90 % Varianza = 30 Probabilidad = 70 %

IAM TPM SMM IAM TPM SMM

Locus He Heq Heq Heq He Heq Heq Heq
FCA24 0.684 | 0.510] 0.604 | 0.632]0.684| 0.521] 0.572| 0.618
FCA26 0.562 | 0.389 | 0.477 0.494 | 0.562 | 0.402| 0.451 | 0.495
g FCA43 0.619 | 0.393 | 0.481 0.499 | 0.619 | 0.399 | 0.440 | 0.494
I‘é’ FCA77 0.617 | 0.592 | 0.688 0.707 | 0.617 | 0.599 | 0.654 | 0.705
% | FCA82 0.179 | 0.412 | 0.487 0.491 ] 0.179 | 0.396 | 0.459 | 0.503
§. FCA90 0.681 | 0.513 | 0.603 0.624 | 0.681 0.516 | 0.572 ] 0.622
& | FCA115 | 0.887 | 0.806 | 0.853 0.859 | 0.887 | 0.810| 0.836 | 0.860
FCA126 | 0.675 | 0.604 | 0.685 0.707 | 0.675 | 0.605 | 0.657 | 0.702
FCA176 | 0.681 | 0.390 | 0.475 0.503 | 0.681 0.397 | 0450 | 0.501
FCA547 | 0.757 | 0.608 | 0.690 | 0.705]| 0.757 | 0.604 | 0.660 | 0.705
FCA566 | 0.721 | 0.595 | 0.688 0.707 | 0.721 0.605 | 0.653 | 0.706
Wilcoxon (prueba de una | P =0.01 P=0.1 P=018 P =001 P=004 | P=036

cola para comprobar
exceso de
heterocigosidad)
Varianza = 10 Probabilidad = 90 % Varianza = 30 Probabilidad = 70 %
IAM TPM SMM IAM TPM SMM
Locus He Heq Heq Heq He Heq Heq Heq

FCA24 0.658 | 0.618 0.667 | 0.675] 0.658 | 0.607 | 0.648 0.681

FCA26 0.608 | 0.487 0.540 | 0.555] 0.608 | 0.480 | 0.511 0.558

g FCA43 0.325]10.294| 0.326] 0.336)0.3250.295] 0310 0.329

I*;';. FCA77 0.492 | 0.483 0.536 0.550 | 0.492 | 0.479 | 0.519 0.556

& | FCAS82 0.802 | 0.728 0.766 0.770 | 0.802 | 0.728 | 0.757 0.774

§. FCA90 0.667 | 0.478 0.540 | 0.549 ] 0.667 | 0.490 | 0.524 | 0.554

&5 | FCA1l15 | 0.813]0.726 | 0.767 | 0.776 | 0.813 | 0.727 | 0.752 | 0.774

FCA126 0.533 | 0.298 0.326 0.340 | 0.533 | 0.294 | 0.307 0.330

FCA176 0.692 | 0.481 0.538 0.552 ] 0.692 | 0.481 | 0.517 0.554

FCA547 0.525 | 0.615 0.669 0.680 | 0.525 | 0.614 | 0.648 0.681

FCA566 | 0.846 | 0.797 0.823 0.828 | 0.846 | 0.798 | 0.815 0.829

Wilcoxon (prueba de una P=0 P =0.08 P=012 P=0 | P=003 | P=0.13
cola para comprobar
exceso de
heterocigosidad)

Ademds, los valores del coeficiente de consanguinidad fueron de bajos a
moderados: en la poblacién total (Fis; -0,12 a 0,21), en el grupo genético 1 (Fis; -0,12 a
0,14), moderados en el grupo genético 2 (Fis, desde -0,13 a 0,35) y en el grupo genético

3 (Fis; -0,49 a 0,25; Cuadro 10).

39



Cuadro 10. Coeficientes de endogamia de Weir & Cockerham (W&C) y de Hardy-Weinberg
estimados para cada grupo genético y en total. Los valores en negritas fueron significativos en
deficiencia de heterocigosidad (P < 0.01) con la correccion de FDR.

Grupo genético Grupo genético 1 | Grupo genético 2 | Grupo genético 3
Locus Fis P Fis W&C P Fis P Fis P
W&C W&C W&C
FCA24 0.11 0.27 0.09 0.33 -0.06 0.66 0.25 0.08
FCA26 -0.12 0.98 -0.07 0.88 -0.13 0.89 -0.48 1
FCA43 0.08 0.14 0.04 0.38 0.15 0.13 -0.17 1
FCA77 0.13 0.05 -0.09 0.85 0.19 0.14 -0.30 1
FCAS82 0.08 0 -0.12 0.07 -0.05 1 -0.07 0.54
FCA90 0.09 0.1 -0.03 0.50 0.11 0.34 0.07 0.48
FCA115 0.14 0 0.09 0.09 0.30 0.01 -0.25 1
FCA126 0.12 0.32 -0.02 0.62 0.26 0.16 0.07 0.7
FCA176 0.10 0.10 0.06 0.35 0.23 0.08 -0.49 1
FCA547 0.21 0 0.05 0.06 0.35 0 -0.21 1
FCA566 0.20 0 0.14 0.17 0.31 0 -0.01 0.27
Promedio 0.10 0.01 0.15 -0.14

Respecto al andlisis de parentesco, se obtuvo que en su mayoria los individuos
no estdn cercanamente emparentados = 83.38 %, hubo un porcentaje bajo de medios
hermanos = 11.82%, y unos porcentajes atin mas bajos de hermanos completos = 2.60%
y padres/crias = 2.21% en toda la poblacién de cautiverio. Al analizar cada grupo
genético por separado, se obtuvo que en el 1 la mayoria de los individuos
probablemente no estdn relacionados = 84.98%, el porcentaje de medios hermanos fue
de 10.59%, de padres/crias de 2.71% y de hermanos completos fue de 1.72%. En el
grupo 2 la mayoria de los individuos no estaban emparentados (80.70%) el porcentaje
de medios hermanos fue bajo, de 11.11% y mds bajo para hermanos completos y
padres/crias = 4.09%. Finalmente, en el grupo genético 3 la mayoria de los individuos
no estuvieron emparentados (67.86%), pero no fue tan alto como el de los otros dos
grupos. De medios hermanos fue de 14.29%, hermanos completos 10.71% y de

padres/crias fue de 7.14%, por lo que en este grupo genético fue donde se encuentra la
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mayor probabilidad de encontrar algiin grado de parentescos entre los 8 individuos que

la conforman.

El andlisis de parentesco basado en el estimador de la maxima verosimilitud
(ML), de acuerdo a la cantidad de alelos compartidos, revel6 que en el grupo genético 1
se detectaron 8 hermanos completos (FS), 44 medios hermanos (HS) y 9 padres/crias
(PO); también se evaluaron las diferencias logaritmicas entre las probabilidades dadas
(LnL) para las otras categorias de parentescos (Cuadro 11). Hubo diferencias
significativas entre las comparaciones de hermanos completos y padres/crias, sin
embargo, en la categoria de medios hermanos no hubo diferencias al compararlos con
los no emparentados (P= 0.9) y hermanos completos con medios hermanos (P= 0.2). En
el grupo genético 2 se estimaron 7 hermanos completos, 22 medios hermanos y 7
padres/crias; hubo diferencias significativas entre todas las categorias de parentesco,
excepto al comparar hermanos completos con padres/crias (P= 0.07). En el grupo
genético 3 se detectaron 6 hermanos completos, 17 medios hermanos y 5 padres/crias;

en este grupo todas las comparaciones con otras categorias de relaciones tuvieron

diferencias significativas (P>0.01).

Cuadro 11. Relaciones de parentesco asignadas con la maxima probabilidad, de acuerdo a
los datos genéticos a nivel de significancia de 0.05.

Grupo genético 1
Numero de R! LnL(R) LnL(U) LnL(HS) LnL(FS) LnL(PO)
parejas
8 FS -51.82-(-46.44) | -54.49-(-48.31) -52.88-47.11 - -10050.82-(-10045.44)
0.032* 0.03* 0.003*
44 HS -57.98-(-49.96) -58.2-(-50.77) - -61.8-(-51.36) -10056.98-(-10048.96)
0.9 0.2 0.0001*
9 PO -14.08-(-15.9) -15.13-(-16.28) -14.54-(-15.98) -14.73-(-16.38) -
0.005* 0.008* 0.001*
Grupo genético 2
R’ LnL(R) LnL(U) LnL(HS) LnL(FS) LnL(PO)
7 FS -26.15-(-23.48) | -27.09-(-28.42) -26.85-(-25.53) - -10025.15-(-23.51)
0.017% 0.027* 0.078*
22 HS -39.31-(-41.37) | -39.65-(-41.73) - -40.65-(-43.56) | -10038.31-(-10040.37)
0.0001* 0.0001* 0.0001*
7 PO -39.95-(-41.61) -40.5-(-43.26) -40.03-(-41.65) -42.25-(-41.95) -
0.002:* 0.014* 0.007*
Grupo genético 3
R’ LnL(R) LnL(U) LnL(HS) LnL(FS) LnL(PO)
6 FS -72.18-(-69.44) | -96.77-(-76.96) -80.52-(-69.5) - -75.47-(-10068.44)
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0.001* 0.007* 0.0001%
17 HS 84.21(-57.14) | -92.41-(-60.95) _ 87.3-(-57.51) | -10083.21-(-10056.14)
0.0001% 0.0001% 0.0001%
5 PO 78.15-(-52.94) | -98.24-(-68) 82.55(-55.87) | -80.48-(-56.32) -
0.001% 0.001* 0.019%

R = parentesco, LnL = Ln de la verosimilitud, U = no emparentados, HS = medios hermanos, FS =
hermanos completos, PO = padre/cria.

! Probable relacién asignada por el método de maxima verosimilitud en ML Relate (Kalinowski et al.
2006).

* Diferencia significativa.

En el Anexo II se adjunt6 una propuesta para realizar los lineamientos basales de
un programa de reproduccién para los jaguares analizados en este estudio, con base en
los resultados obtenidos, de manera que se evite el cruzamiento entre individuos
emparentados, es decir, en cada pareja asignada no se detectd ningin parentesco

(P>90%).
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V. DISCUSION

Estructura y variabilidad genética

Debido a que los jaguares que provienen de los zooldgicos no forman una poblacion
natural, se considerd analizar de manera conjunta a todos los individuos (como una sola
poblacién), y a los tres grupos genéticos que fueron asignados en Structure. Se utiliz6 la
base de datos de jaguares de vida libre como referencia para que los de cautiverio fueran
agrupados por probabilidad con las similitudes que se generaran en las simulaciones del
programa. Como se obtuvieron tres grupos genéticos basados en el AK por
STRUCTURE (Figura 4), debido a que este software infiere la formacién de
poblaciones distinta y asigna individuos a las poblaciones bajo un modelo con admixia).
En el grupo genético 1 (rojo) se asignaron 29 individuos, en el grupo genético 2 (verde)
se asignaron 19 individuos y en el grupo genético 3 (azul) ocho individuos. Es probable
que en algunos zooldgicos se ha reproducido accidentalmente jaguares con origen
geografico conocido y los de origen geografico desconocido formando individuos que
contienen parcialmente genotipos de uno, dos o incluso los tres grupos genéticos (Luo
et al., 2008). Con este resultado no se puede establecer que en cada grupo genético haya
de manera absoluta individuos con genotipo mexicano o sudamericano, sin embargo, se
pueden tener elementos para que en los programas de cruzamento se consideren a los
individuos con una alta probabilidad de pertenecer a alguno de los tres “clusters” para
favorecer la presencia de los genotipos que se hayan visto con mayor frecuencia en
jaguares mexicanos de vida libre. Para complementar estos resultados el pedigri o el
registro de cada zooldgico podria corroborar la validez de estas asginaciones

(Witzenberger y Hochkirch 2011).
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Ademas, fueron utilizados los genotipos de vida libre en el programa Génétix
para ver la estructura espacial de los individuos en el andlisis factorial de
correspondencias, debido a que al hacer las simulaciones solo con los genotipos de los
cautivos no se aprecia la inecia de la nube de datos que se detecta con mayor claridad en
el andlisis conjunto de ambas condiciones (Figuras 9 y 10). De acuerdo a los resultados
del factorial cautivos + vida libre, los individuos de cautiverio mantienen mayor
cercania hacia los genotipos de jaguares mexicanos (Figura 9), esto concuerda con lo
esperado, es decir, se tenia la suposicion de que prevalecen animales que provienen de
ejemplares decomisados, donados de vida libre de origen mexicano o son descendientes
de ellos, de acuerdo a lo que han reportado los veterinarios encargados de los

zooldgicos que fueron incluidos en el muestreo.

En todos los zooldgicos se ha reportado que el jaguar se reproduce de manera
exitosa, en algunos casos se sabe sobre su origen hasta dos o tres generaciones hacia
atrds y de manera intuitiva han tratado de evitar reproducir animales que tengan algun
grado de parentesco conocido, esto probablemente ha ayudado a que el nivel de
heterocigosidad se esté manteniendo en un nivel moderado a alto. Ademas, en el AFC
de la Figura 9, se puede observar que los jaguares mexicanos presentan una menor
diversidad, si bien el tamafio de la muestra es menor, no deberia ser sorprendente puesto
que la extension de hdbitat disponible para jaguares en Brasil y su estado de
conservacion es mucho mayor que el que existe para la peninsula de Yucatdn. Seria
recomendable genotipar individuos de vida libre a lo largo del territorio mexicano para

evaluar la estructura y estatus genéticos en distintas condiciones ambientales.

En el AMOVA (Cuadro 7) se observé que la mayor proporcion de la variacion

genética residia en los individuos (76 %, p = 0.001), seguido por la variacion entre
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individuos (16 %, p = 0.001) y por dltimo al comparar entre grupo genéticos (8 %, p =
0.001). De acuerdo a estos resultados, se puede vislumbrar que hubo una diferenciacién
genética moderada entre los tres grupos formados, con base en la variacién de las
frecuencias alélicas analizadas; puede ser que esto se atribuya a que los individuos
fundadores han sido muy diferentes entre si (presumiblemente de poblaciones
diferenciadas), a su vez, esta diferencia es, probablemente, un resultado de la diversa
procedencia geografica de los jaguares y los efectos de diferentes reproducciones
selectivas. Ademas estos resultados de la variacion dentro de los individuos (76%) son
concordantes con el drbol NJ: los grupos genéticos 1 y 2 fueron mds similares y mas
lejanos con el grupo 3 (Figuras 11 y 12). Esta asignacién probablemente se haya
originado en parte por la crianza selectiva, por ejemplo, la reproducciéon de jaguares
meldnicos con jaguares de origen mexicano, siendo que en México no hay evidencia de
jaguares negros en vida silvestre (Meyer 1994; Cartin-Nufiez y Carrillo 2009; Eizirik et
al., 2003). Tanto el andlisis Fst y AMOV A mostré diferenciacion genética significativa
entre los grupos, aunque el valor Fst entre el grupo genético 1 y 2 fue muy bajo, tuvo
valor significativo (0.051). Los valores de las distancias de Nei también fueron

significativos al considerar los tres grupos con un grado de diferenciacion.

A pesar de las limitaciones en el espacio y el nimero de los individuos, en esta
investigacion hemos encontrado niveles de moderados a altos de heterocigosidad (desde
0.53 hasta 0.72; Cuadro 6). Debido a que esta poblacién cautiva estd formada por
individuos de diversas procedencias, el nivel de heterocigosidad podria deberse a la
reproduccion entre algunos individuos que provienen de poblaciones muy diferenciadas,
es decir, que tiene indicios de estructuracion genética (Luo et al. 2008). En algunos

zooldgicos los veterinarios han comentado que tienen la sospecha de que los jaguares
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que procedian de decomisos son de origen sudamericano, debido a que su morfologia es
diferente a la del mexicano: tienen mayor tamafio por la disponibilidad y el tipo de
presas que consumen en las selvas de Sudamérica (Nowell y Jackson, 1996) y como en
el caso de los meldnicos, este tamafio mds grande y robusto les confiere mds atractivo
para los visitantes de los parques zooldgicos. Es probable entonces que en los jaguares
cautivos de los zoolégicos mexicanos se tengan heterocigosidades derivadas de
poblaciones de jaguares brasilefos, las cuales se ha reportado que son altas en distintas
zonas, con valores que van del 0.6 al 0.8 (Haag et al., 2010; Roques et al., 2015) y son
los que mantienen niveles de conservaciéon mds elevados, tanto de calidad del hdbitat
como del estatus de sus poblaciones (Eizirik er al., 2008). Casi la totalidad de
investigaciones sobre la diversidad genética de jaguar se ha enfocado en los de vida
libre, Haag et al. (2010) reportaron que ha disminuido la heterocigosidad promedio
(Ho= 0.73) en poblaciones de jaguar que habitan la zona del Pantanal, esta pérdida de
riqueza alélica se estd dando por la reduccién y aislamiento de las poblaciones. Por esta
fragmentacion, cada vez se dificulta mds la migracién y flujo génico entre parches de
habitat, lo cual a su vez favorece los efectos de la deriva génica. Por otra parte, en
Colombia se reporté un nivel de heterocigosidad alto (H = 0.84) en una poblacién de
jaguares (Ruiz-Garcia et al., 2006), los autores explicaron que puede deberse a que
todavia existe una buena calidad del hébitat sumado al efecto transitorio de una ligera

subdivision de la poblacion (Boecklen, 1986; Swindell y Bouzat, 2006).

En otros grandes felinos se ha reportado pérdida de diversidad, como en el
guepardo (Acinonyx jubatus), que en algunas poblaciones mantiene una heterocigosidad
que no supera 0.3 en siete regiones geograficas de Namibia, la tendencia es que

continde esta disminucion por ser una especie monomorfica, por haber sufrido varios
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cuellos de botella genéticos sucesivamente y en conjunto con eventos de endogamia
(Marker et al., 2008; Frankham, 2015). También en el Occidente y Centro de Africa las
poblaciones de leones (Panthera leo) han mostrado niveles bajos de diversidad genética
mediante andlisis de secuencias de citocromo b y de la regién control (Bertola et al.,
2011). En unas subespecies de tigre (P. tigris) la heterocigosidad media observada vari6
de Ho minima = 0.40 (P. t. Altaica) a Ho méaxima = 0.66 (P. t. Corbetti), en el analisis

se consideraron seis subespecies (Luo et al . 2004).
Tamaio efectivo poblacional, cuellos de botella genéticos y parentesco

En estudios realizados en vida silvestre, se han reportado tamafios efectivos
poblacionales (Ne) de alrededor de 1000 individuos en la zona del Pantanal Brasilefo,
de 4.6 a 514 en otras zonas de Brasil con una fragmentacioén de hédbitat muy alta. En
Meéxico y otros paises americanos no se han realizado estudios en vida libre en los que
se mida este pardimetro en poblaciones de jaguar. El tamafio efectivo poblacional de los
56 jaguares analizados fue de 17, lo cual es de poner atencion puesto que se trata de
animales que estdn en condiciones controladas y daria evidencia de que no se esta
siguiendo un programa de reproduccion donde al menos estén contemplando incluir la
mayor cantidad de individuos. Se observé que en dos zooldgicos existe la reproduccion
mas frecuente de tres ejemplares meldnicos (datos no mostrados), lo cual se hizo
evidente en el resultado del anélisis de parentesco, que se discutird mas adelante.
Cuello de botella

Los grandes felinos pasaron por un cuello de botella genético que data de finales del
Pleistoceno hace unos 10000 afios, en particular el jaguar tuvo posteriormente un evento
de expansion demografica en América (Menotti-Raymond y O'Brien 1993; Eizirik et

al.,2001). Al parecer todos los felinos han tenido disminucién en su diversidad genética
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(O'Brien et al., 1987; 1994; Eizirik et al., 2001; Luo et al., 2004; O’Brien et al., 2005;
Dutta et al., 2013), por ejemplo, se encontré que el tigre de Amur (P. t. altaica) en la
década de 1940 a 1950 sufrié una disminucién en su diversidad haplotipica al comparar
una poblaciéon de vida libre con unos ejemplares cautivos, en estos ultimos se
conservaba mayor nimero de haplotipos, incluso algunos que ya se habian perdido en
vida libre, presumiblemente porque fueron capturados antes de que el cuello de botella
eliminara esos haplotipos poco frecuentes en la poblacion, de ahi la importancia de que
los programas de manejo en cautiverio tengan una gestion totalmente apoyada en datos
genéticos, ya que el objetivo principal deberia ser mantener la variacién genética
(Russello et al., 2004). El leopardo de Amur (P. p. orientalis) tuvo una reduccién muy
critica de su poblacién, quedando solo 25-40 individuos en el Oriente Ruso, los niveles
de heterocigosidad que ahora tienen son tan bajos como los de la pantera de Florida (Ho
< 0.34), lo cual lo convierte en una de las subespecies de felino mds amenazadas en el
mundo (Uphyrkina et al., 2002; Hedrick y Fredrickson, 2010). En este estudio también
se observaron indicios de un cuello de botella genético, de acuerdo a los resultados del
andlisis basado en la deteccion de exceso de heterocigosidad bajo los modelos de IAM
y TPM (Cuadro 9), presumiblemente como resultado del cuello de botella ancestral y
por un tamafio efectivo poblacional pequefio respecto al total de individuos que hay en
cautiverio (Cuadro 8). Esto nos hace suponer que el nimero de jaguares que se estdn
reproduciendo es bajo y podria ser mayor si se planteara el objetivo de ampliar el Ne,
siendo que hay més animales disponibles para reproduccion.

Particularmente, en las poblaciones de jaguar en cautiverio no hay una
actualizacion sistematizada del censo, los datos mds recientes son de 2003 y estdn
publicados en el taller “El papel de los Zoolégicos de Mesoamérica y el Caribe en la

Conservaciéon de los Jaguares” desarrollado por el Grupo de Especialistas en
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Conservacion y Reproduccion (CBSG). En el apartado correspondiente a México se
estimaron 135 jaguares (62 machos, 67 hembras y 7 que no se conocia su sexo), esta
informacion deberia actualizarse constantemente mediante una institucién que funja
como directriz del programa que vigile la reproduccion controlada de los jaguares.

Parentesco
No todo el personal de los zooldgicos estd capacitado para seguir algin criterio para
reproduccién con fines de mantenimiento de la variaciéon genética, como emparejar
individuos no relacionados, asimismo, para corroborar y realizar de manera eficaz los
protocolos de reproduccién se deberia contar con el pedigri a nivel nacional, para evitar
aparear jaguares con cierto grado de consanguinidad, cuyos efectos negativos ya han
sido mencionados (Witzenberger y Hochkirch, 2011).

Aunque tuvimos un nimero moderado de loci, el andlisis de parentesco fue en su
mayoria concordante con los demds resultados. El grupo genético 1 mostré el mayor
nimero de posibles relaciones (Total = 61), de los cuales 2 eran conocidas (1 de
padre/cria y 1 de hermanos completos), lo cual corresponderia a que tuvo el mayor
nimero de individuos que la conforman, lo que aumentaria la posibilidad de encontrar
posibles parentescos. En el grupo 3 se encontré s6lo una relacién de padre/cria, sin
embargo, esos dos jaguares meldnicos fueron asignados correctamente en ML Relate,
puesto que se traté de uno de los parentescos confirmados por el personal del zoolégico.
La relacién con las mayores posibilidades en los tres grupos fue medios hermanos HS
(Cuadro 11), que tiene ambigiiedad, debido al desafio para el cédlculo y asignacién de
individuos que comparten sélo el 25% del material genético, y en realidad puede
clasificarse en otras categorias, tales como primos, tios/sobrinos, abuelos/nietos. Existe
una cuarta relaciéon -confirmada por personal del zooldgico- de padre/cria, cuyo

resultado no fue tan evidente como en las otras relaciones, en este particular existe la
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posibilidad de que los padres y los hijos fueran asignados en diferentes grupos, la causa
mds probable que consideramos mds plausible se debe a que estos padres tienen
diferentes origenes, por lo cual hayan sido asignados a un grupo genético diferente,
mientras que la descendencia se asigna a la proporcién heredada de cada parental. En
general, es probable que nuestros resultados hayan mostrado un nivel de ligero a
moderado de paretensco entre los individuos; lo que sugiere que las camadas se han
distribuido en los zooldgicos que han mantenido un intercambio limitado. Por lo tanto,
hacemos hincapié en la necesidad de un andlisis de parentesco robusto, basado en
informacion genética y donde se utilice preferentemente un alto nimero de marcadores
moleculares para mejorar la precision de las estimaciones.

Recientemente Willoughby ef al. (2015) obtuvieron evidencias a favor de la
reproduccién basada en el mean kinship (MK), que consiste en la medicion del grado de
parentesco de una poblacién, cada individuo cuenta con un indice MK que después se
puede cotejar en unas tablas de contingencia con las propuestas para apareamiento, si se
quiere verificar el MK resultante de una pareja de posibles progenitores y da un valor
alto, entonces se busca otra pareja con la que se produzca el valor MK mads bajo. Para
conservar la diversidad genética y retardar los efectos de la endogamia se ha sugerido
que se formen parejas lo mds lejanamente emparentadas para que produzcan valores
MK lo mas bajo posibles. Si se implementa el protocolo de reproduccién adecuado,
como el MK, podria ser una opcion para mantener la variabilidad genética actual dentro
de la poblacién de jaguares cautivos y permitiendo que mas individuos contribuyan al

pool genético, es decir, que el Ne sea mads alto.
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VI.  Conclusiones y recomendaciones

El manejo de poblaciones en cautiverio se ha convertido en una herramienta importante
en la conservacion animal, sobre todo en las especies en peligro de extincion, ya que
pueden ser consideradas como un recurso valioso para los programas de conservacion
ex situ. No obstante, la falta de un programa de reproduccién bien ejecutado que esté
basado en datos genéticos y orientados al propdsito de mantener la diversidad genética,
es probable que repercuta en que la poblacion cautiva eventualmente se enfrente a los

efectos de la endogamia y la deriva génica.

Aunque en los resultados obtenidos se asigné la mayoria de los individuos a
grupos genéticos donde prevalecieron genotipos mexicanos, existe también un conjunto
de individuos que son el producto de cruzamiento con jaguares de origenes muy
distintos. Por estos resultados y de acuerdo con lo que se ha reportado en estudios
similares, recomendamos acompafiar los programas de reproduccién en cautiverio con
un registro genealdgico, pedigri o studbook para evitar la consanguinidad y mantener la
diversidad genética, tal como lo llevan a cabo en los programas de reproducciéon que
emplean el mean kinship, el cual se basa en emparejar individuos con el grado de
parentesco mds bajo. Si una parte de los objetivos de los programas de conservacion de
jaguares cautivos en México es el de mantener la variacion genética de esta especie,
entonces se deben realizar distintas estrategias para mantener la diversidad genética de
los jaguares con genotipo mexicano lo mds conservado posible y paralelamente
mantener la variacién genética de los que han resultado de la reproduccién con jaguares

de origenes distintos.
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Las universidades mexicanas y otras instituciones de investigacion pueden servir
como centros de apoyo para realizar la caracterizacion genética de los individuos. Con
los genotipos se puede construir una base de datos que puede ser empleada en diversos
programas de computo para hacer las simulaciones de diversos escenarios mediante del

uso de modelos pertinentes.

Este proceso se deberia realizar bajo la responsabilidad y supervisiéon de la
Asociaciéon de Zoolégicos, Criaderos y Acuarios de México (AZCARM), para
garantizar que todas las UMAS tengan acceso a la informacién, ademds de que ésta
debe estar constantemente actualizada y estar disponible para que la gente pueda
acceder y siga las recomendaciones de reproducciones de jaguar. Si hay un plan de
manejo adecuado, los jaguares en cautiverio podran mantenerse viables, de lo contrario
se corre el riesgo de que eventos estocdsticos, ambientales y demograficos los hagan

perder variacion genética y sean menos aptos para subsistir a largo plazo.
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ANEXO I

Proporciones de frecuencias alélicas por locus
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Allele Frequency for FCA176
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ANEXO II.

Propuesta para establecer los lineamientos del programa de cruzamiento de jaguar
en cautiverio

De acuerdo a los resultados de las caracterizaciones genéticas de 56 jaguares en
cautiverio, se establece esta pequefio mapa de probables cruzamientos para los tres
grupos genéticos que fueron detectados con base a los genotipos multilocus en Structure
(Chapuis y Estoup, 2007).

En los programas de reproduccién que tienen como objetivo mantener la
variacion genética, se ha observado que el modelo que mejor se ajusta a estas
necesidades, es el mean kinship (Willoughby et al., 2015). A grandes rasgos, en este
protocolo de reproduccion se calcula el valor de parentesco (kinship value), el cual es
un estimador util para resumir el valor genético de un animal en un programa de
crianza (Lacy, 1995). Para obtener el valor kinship se puede usar cualquier estimador
de consanguinidad. Podria ser util también el uso de un indice de homocigosidad, que
se puede calcular a partir de las tablas de genotipos de los animales muestreados
(Gialluisi et al., 2011).

Para el grupo genético 1, que tiene una probabilidad de 95% de asignacién a
genotipos de origen mexicano, particularmente de la zona de la peninsula de Yucatén:

Individuo 1 Individuo 2
Hda 1PA
Bagee Hda
Bculia Hda
Bic Cculia
Bic Epsil
Bic Fri
Big Hda
Cculia Bagee
Cculia Bculia
Cculia Big
Delta Cculia
Epsil 1PA
Epsil Bagee
Epsil Bculia
Epsil Delta
Er Hda
Er Cculia
Er Epsil
Fri 1PA
Fri Bagee
Fri Bculia
Fri Big
Hec Cculia
Hec Epsil
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Ik Hda
Ik Epsil
Ik Fri
Iv Hda
Iv Cculia
Iv Epsil
Iv Fri
Kia Hda
Kia Epsil
Kia Fri
Mat Cculia
Mat Epsil
Nen 1PA
Nen Bagee
Nen Delta
Nen Er
Nen Hec
Nen Iv
Nen Bic
Nen Kia
Nen Mat
OM8 1PA
OMS8 Bculia
OM8 Big
OM8 Delta
OM8 Er
OM8 Hec
OM8 Ik
OM8 Iv
OM8 Bic
OMS8 Kia
OM8 Mat
OM9 Hda
OM9 Cculia
OM9 Epsil
OM9 Fri
OM9 Nen
Omega 1PA
Omega Bagee
Omega Big
Omega Delta
Omega Er
Omega Hec
Omega Ik
Omega Iv
Omega Bic
Omega Kia
Omega OM9
Onz Hda
Onz Cculia
Onz Epsil
Onz Fri
Onz Nen
Onz OM8
Onz Omega
Pak Hda
Pak Fri
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Pak Nen
Pak OM8
Pak Omega
Say 1PA
Say Bagee
Say Bculia
Say Big
Say Delta
Say Er
Say Hec
Say Iv
Say Bic
Say Kia
Say OM9
Say Onz
Say Pak
Slim Hda
Slim Cculia
Slim Epsil
Slim Fri
Slim Nen
Slim Omega
Slim Say
Som Bagee
Som Bculia
Som Big
Som Delta
Som Er
Som Hec
Som Ik
Som Iv
Som Bic
Som Mat
Som OM9
Som Pak
Tas 1PA
Tas Bagee
Tas Big
Tas Delta
Tas Er
Tas Hec
Tas Iv
Tas Bic
Tas Kia
Tas Mat
Tas OM9
Tas Onz
Tas Pak
Tas Slim
Teg Hda
Teg Cculia
Teg Epsil
Teg Fri
Teg Nen
Teg OMS
Teg Omega
Teg Say
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Som
Hda
Cculia
Epsil
Fri
Nen
Omega
Say
Som
Tas

=
(9]
oQ

NIN|NIN|IN|NIN|NIN

Para el grupo genético 2, que tiene una probabilidad de 95% de asignacién a
genotipos de origen mexicano, particularmente de la zona del sur, sureste (cercanas al
Istmo de Tehuantepec):

Individuo 1 Individuo 2
Alfa V4
Beta V4

Cir Z
Mira Emi
Mira Ig
Mira DieC
Mira Kin
Mune Z
Mune Emi
Mune Ig
Mune DieC
Mune Kin
Neg z
Neg Ig
Neg DieC
Neg Kin
OM2 Emi
OM2 Ig
OoM2 DieC
OM2 Kin
OM2 Oaxaca
OoM2 OMI1
Sian Z
Sian Ig
Sian DieC
Sian Kin
Sian Oaxaca
Sian OM1
Sian Poc
Sian Pobe
Tlax Z
Tlax Emi
Tlax Ig
Tlax DieC
Tlax Oaxaca
Tlax OM1
Tlax Poc
Tlax Pobe
Tlax Suy

72



Zur Emi
Zur Ig
Zur DieC
Zur Oaxaca
Zur OM1
Zur Poc
Zur Pobe
Zur Suy
Igor Beta
Igor Cir
Diego Alfa
Diego Cir
Kinam Alfa
Kinam Cir
Oaxaca Alfa
Oaxaca Beta
Oaxaca Cir
Oaxaca Mira
Oaxaca Mune
Oaxaca Neg
OM1 Alfa
OM1 Beta
OM1 Cir
OM1 Mira
OM1 Mune
OM1 Neg
Poc Alfa
Poc Beta
Poc Cir
Poc Mira
Poc Mune
Poc Neg
Poc OM2
Pobe Alfa
Pobe Beta
Pobe Cir
Pobe Mira
Pobe Mune
Pobe OM2
Suy Beta
Suy Mira
Suy Mune
Suy OM2

Para el grupo genético 3, que tiene una probabilidad de 95% de asignacién a
genotipos de origen sudamericano, o con admixia de sudamericano y mexicano, siendo
la mayor proporcion la primera:

Individuo 1 Individuo 2
BalT Yum
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Abstract

Genealogical records of animals (studbook) are
created to avoid reproduction between closely
related individuals, which could cause inbreeding,
particularly for such endangered species as the
Panthera onca (Linnaeus, 1758). Jaguar is the
largest felid in the Americas and is considered an
important ecological key species. In Mexico, wild
jaguar populations have been significantly reduced
in recent decades, and population decline typically
accompany decreases in genetic variation. There is
no current census of captive jaguars in Mexico, and
zoos do not follow a standardized protocol in
breeding programs based on genetic studies. Here,
we emphasise the importance of maintaining an
adequate level of genetic variation and propose the
implementation of standardised studbooks for
jaguars in Mexico, mainly to avoid inbreeding. In
addition, achieving the aims of studbook
registration would provide a population genetic
characterisation that could serve as a basis for ex
situ conservation programmes.

Key words:  Panthera onca, studbook, genetic
variability, microsatellite, population genetics.

Introduction

The jaguar (Panthera onca), the largest felid in the
Americas, is considered an important and
emblematic species for many pre-Columbian
cultures (Campos 2002). As most large carnivores,
this felid is currently cited in the Red List IUCN
2013) as Near Threatened (Caso et al. 2008), in
CITES Appendix I (2015) and as Endangered in
Mexican laws (SEMARNAT 2010). It is estimated
that there are approximately 4000 jaguars in the
wild throughout the country (Fig. 1), approximately
70 % less than in the 1960s (Chavez et al. 2009;
Ceballos et al. 2011). The decline in jaguar
population is mainly due to habitat loss and
fragmentation, and fur trade is still a threat to wild
populations (Quigley and Crawshaw 1992; Eizirik
et al. 2001; Silver et al. 2004; O’ Brien and Johnson
2005: Ruiz-Garcia et al. 2006; Eizirik et al. 2008;
Ruiz-Garcia 2013; Roques et al. 2014); it is
estimated that only 16 % of the current territory in
Mexico is suitable for the increasingly diminished
and isolated jaguar populations (Rodriguez-Soto et
al. 2011).

Genetic diversity is progressively lost by the action
of drift in small populations, and this effect is
further intensified by the reduction of gene flow
when these populations become effectively isolated.
(Frankham 1995; Hedrick and Kalinowski 2000;
Keller and Waller 2002; Martinez-Cruz et al. 2004),
and this can seriously compromises the survival of
a species already at risk of extinction (Hedrick
2001). Previous characterization of genetic
variation in jaguar populations revealed moderate to

high global genetic diversity in the wild, with some
variation among populations and studies (Table 1).
Most recent studies have reported a reduced genetic
diversity at the periphery of the species range as a
consequence of isolation by distance and recent
isolation due to fragmentation (Haag et al. 2010;
Roques et al. 2014). Mexican jaguar populations in
particular show a reduced genetic diversity and a
high differentiation to those in Brazil (Roques et al.
2015).

The role of zoos in recent decades as conservation
centers has been key to the successful development
of conservation programmes for several endangered
species: Speke's gazelle (Gazella spekei), California
condor (Gymnogyps californianus), bighorn sheep
(Ovis Canadensis), Florida panther (Puma concolor
coryi), European bison (Bison bonasus), Mexican
grey wolf (Canis Ilupus baileyi) are noticeable
examples (Willis and Wiese 1997; Templeton and
Read 1998; Meretsky et al. 2000; Whittaker et al.
2004; Hedrick 1994; Olech and Perzanowski 2002;
Fredrickson and Hedrick 2002; Fredrickson et al.
2007). Captive populations of endangered species
can be used as a genetic reservoir and as a source of
individuals for reintroductions and for the
demographic and genetic reinforcement of extant
populations (Frankham 2015). However, captive
populations often begins with a small number of
individuals distributed in several breeding centers,
partly due to spatial constraints (Laikre 1999;
Boakes et al. 2007), and if left unmanaged genetic
drift and non-random matings results in a rapid loss
of genetic diversity and accumulation of inbreeding
(Jiménez et al. 1994; Laikre 1999; Keller and
Waller 2002; Charlesworth and Willis 2009), with
likely reduction of fitness and adaptive potential
that can seriously limit their conservation value
(Frankham 2015). The erosion of genetic diversity
in captive population can however be minimized
with the implementation of proper genetic
management program that establish the breeding
priority and the optimal breeding schemes within
and among centers. Such a program is often based
on the minimization of average kinship and thus
requires exhaustive and reliable genealogical
records and/or molecular marker data for kinship
estimation.

The genetic status of captive jaguars is mostly
unknown. Moreno et al. (2006) assessed genetic
variability of jaguars in Brazilian zoos and reported
moderate to high levels of polymorphism (suited
genetic variability in this species), but genetic data
on Mexican captive jaguars is currently lacking.
Some Mexican zoos do not exhaustively record
births, deaths, or translocations and do not carry a
standardized studbook, this difficult an appropriate
genetic management in these populations (Ralls et
al. 1988; Laikre 1999). Considering these
circumstances, we carried out a research in order to:
1) To evaluate some parameters of genetic variation
on 56 captive jaguars, 2) To assign individuals to



genetic  clusters approximating the breeding
processes carried out in zoos, and 3) To establish a
baseline information useful to implement measures
that unify and standardize a prospective studbook in
Mexico based on genetic and genealogical
information of jaguars.

Materials and methods
Sampling

Fourteen Mexican zoos provided fresh blood
samples of 56 jaguars with unknown origin and
practically no information on their pedigree. The
handling of all individuals was carried out
according to the protocols established in each zoo,
based on NOM-126-SEMARNAT-2000 and
collecting permit No. SGPA/DGVS/01685/11.
Blood was collected in tubes with EDTA and stored
at 4 °C until processing.

Molecular methods

Total genomic DNA was extracted from blood
samples according to the protocol of Sambrook and
Russell (2001). DNA samples were visualized by
agarose gel electrophoresis. A set of 11 labeled
microsatellite markers developed by Menotti-
Raymond et al. 1999 and optimized by Roques et
al. (2014) was used for individual genotyping
(Table 2). PCR conditions were: a first denaturation
step at 95 °C for 5 minutes, followed by 40 cycles
of denaturation at 95 °C, lasting 30 seconds,
annealing at 57-60 °C, lasting 90 seconds and
extension at 72 °C, lasting 30 seconds, and a final
extension step of 30 minutes at 72 °C. PCR
reactions consisted of 3 pl of DNA extract (15
ng/ul) in a final volume of 20 pl containing Type-it
Multiplex PCR Master Mix 1X (QIAGEN®), BSA
0.01 %, and 0.2 pM of each primer (Sigma-
Aldrich®) and 04 U of Taq polymerase
(Bioline®). Allele sizes were determined using the
ABI 3130xl Genetic Analyzer System (Applied
Biosystems), based on the size standard GS-600
LIZ (Life Technologies Inc.) using GENEMAPPER
software v4.0 (Applied Biosystems®) and manually
checked to assure reproducibility and correct
misreading.

Genotyping

After assigning consensus genotypes to jaguar
individuals we tested for genotyping errors with the
software MICROCHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout
et al. 2004), with a 95 % confidence interval and
1,000 repetitions; this program can help identify
null alleles and accordingly adjust genotype
frequencies. FCA115, FCA547 and FCA566
showed a heterozygote deficit consistent with the
presence of null alleles. Genotypes were also
evaluated with the software FREENA (Chapuis and
Estoup 2007), a computer program that allows
several statistical treatments on microsatellite
datasets with null alleles. Based on INA-corrected

allele frequencies we checked whether there are
significant differences between values of Fst due to
the presence of null alleles (Chapuis and Estoup
2007), using a t-test implemented in GRAPHPAD
QUICK CALCS to assess the statistical
significance of differences.

Genetic structure

With STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000;
Falush et al. 2003; Hubisz et al. 2009) we assessed
a Bayesian cluster analysis for inferring the
probability of individual assignment to a varying
number of distinct populations. The procedure uses
a Markov Chain Monte Carlo (MCMC) approach to
estimate the data fit to each range of potential K
clusters. The simulations was performed using
1,000,000 burn in periods and 1,000,000 MCMC
iterations, with correlated allele frequencies and an
admixture model without prior information on
population origin. We selected the most likely
number of clusters based on the maximum value of
AK, following the Evanno method as implemented
in STRUCTURE HARVESTER 0.6.92 (Earl and
von Holdt 2012). We calculated the distribution of
the genetic variance between and within clusters
and individuals using an analysis of molecular
variance (AMOVA) based on Fst as implemented
by GENALEX 6.5. (Peakall and Smouse 2006). A
phylogenetic tree was constructed from the genetic
distances in accordance with the stepwise mutation
model (SMM): Nei’s genetic distance (Nei 1972)
with all individuals using POPULATIONS 1.2.30
(Langella 2002). These distances were used to
construct a NJ tree to cluster individuals by genetic
similarity with FIGTREE 1.4.2. (Rambaut and
Drummond 2010). Finally in GENETIC STUDIO
(Dyer 2009) we estimated Nei’s genetic distance
(Dnej) between clusters.

Genetic variability

Allelic frequencies were used to calculate some
genetic parameters including the mean number of
alleles per locus (A), the mean number of effective
alleles per locus (Ae), observed and expected
heterozygosities (Ho, He), and the allelic fixation
index (Fst), using GENALEX 6.5. The data set
were evaluated to detect deviations from the Hardy-
Weinberg Equilibrium (HWE) in the global captive
population and in each specific population with
ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier and Lischer 2010)
and GENEPOP (Raymond and Rousset 1995) using
100,000 Markov chain steps and 100,000
dememorisation steps. The significant values
inferred to LD or HWE deviations were corrected
for multiple comparisons with a False Discovery
Rate (FDR) approach according to Benjamini and
Hochberg (1995) as implemented by the QVALUE
software (Storey 2002) for R (version 3.0.1; R
Development Core Team, 2013).

Effective population size, genetic bottlenecks, and
relatedness



Effective population size was estimated with the
software LDNE (Waples 2006; Waples and Do
2008), based on the linkage disequilibrium method
(Hill 1981). We used the software BOTTLENECK
5.1.26 (Cornuet and Luikart 1996; Piry et al. 1999)
to test for a trace of genetic bottlenecks events. We
estimated the observed and expected heterozygosity
under the infinite allele model (IAM), SMM and
the two-phase model (TPM), with settings at 90 %
SMM, 10 % IAM, and 10 % variance and default
values (70 % SMM, 30 % IAM, and 10 %
variance). Both settings were calculated with
10,000 replicates and excess of heterozygosity was
tested with Wilcoxon test. We evaluated relatedness
among individuals with the program ML-RELATE
(Kalinowski et al. 2006), which takes into account
null alleles and is based on maximum likelihood
tests, Also we presented a summary of the of
relationships assigned with the highest likelihood,
consistent with the genetic data at the 0.05 level of
significance; a graphical comparison of the number
of pairs of individuals probably related (ML
RELATE) and the number of pairs of individuals
having a relationship according to the information
provided by the veterinarians of each zoo.

Results
Population sampling and potential scoring errors

Genotypes from fifty-six blood samples from
Mexican zoos were obtained by microsatellite
analysis with 11 loci (Roques et al. 2014). The
analysis of genotypes with MICRO-CHECKER
showed three loci with potential null alleles:
FC115, FC547 and FC566. However, since the
adjusted Fst values did not significantly differ from
the unadjusted values (Fst-INA = 0.096, Fst =
0.095; t = 0.015, P = 0.99, gl = 20) we kept all loci
for further analyses.

Genetic structure

Three genetic clusters were obtained with
STRUCTURE software (LnPr (k = 3) = -1716.35
Fig. 2), according to the Evanno method (based on
the maximum likelihood of k clusters; Fig. Al). At
least 85 % of jaguars were assigned with a
probability of 95 % to the clusters obtained (Table
3), several individuals were assigned partially to
one, two or all three clusters (Figure 2). Results of
AMOVA showed that most of the genetic variation
resided within individuals (76 %; P = 0.001), then
between individuals within clusters (16 %; P =
0.001) and finally between clusters (8 %; P = 0.001,
Table 4). The Fst and Nei’s genetic distances were
slightly moderate among Clusters, moderate
between Cluster 1 to Cluster 2 (Fst = 0.051 Nei’s =
0.2142), moderate between Cluster 1 to Cluster 3
(Fst = 0.113 Nei’s = 0.4857), and high between
Cluster 2 to Cluster 3 (Fst = 0.151 Nei’s = 0.5425).
In agreement with AMOVA, the NJ tree showed
the Clusters 1 and 2 are more similar between them,

instead the Cluster 3 is the most different from all
(Fig. A2). Also the results of the NJ tree and
STRUCTURE showed signs of admixture (Fig. A2
and Fig. 2).

Genetic variability

After FDR correction, no significant overall linkage
disequilibrium was detected in any Cluster, so we
considered the eleven loci as independent markers.
We measured Ho, He, A, Ae, Shannon’s
Information Index (I) and Fst values per locus for
each of the three inferred clusters and for the
overall captive jaguar population (CJP), see Table
4. In the genetic Cluster 1, the following values
were obtained: A ([ 1 =7), Ae (I| =4.4), Ho and Ho
and He were the same (| = 0.72) and, Fst ([] = -
0.01); Cluster 2: A ({1 =4.4), Ae (1 =3.13), Ho (
= 0.53) He (/] = 0.62) and, Fst (/] = 0.12) and
Cluster 3: A (1 =3.63), Ae (1 =2.8),Ho (11 =0.7)
He (' 1 =0.59) and, Fst (' | =-0.2).

In summary, levels of genetic diversity were
moderate to high (0.53-0.72) with an overall mean
of 0.65 (Table 4). Ho was higher in genetic Cluster
1 (0.72), but considering that genetic Cluster 3
contained only eight individuals, it would be
proportionately higher (0.71), while the Cluster 2
has a moderate heterozygosity (0.53). In addition,
the values of the inbreeding coefficient were low to
moderate: in the captive jaguar population CJP (Fis;
from -0.12 to 0.21), the Cluster 1 (Fis; from -0.12 to
0.14), the Cluster 2 (Fis; from -0.13 to 0.35), and
Cluster 3 (Fis; from -0.49 to 0.25; Table A2).

Effective population size, genetic bottlenecks, and
relatedness

The effective population size was estimated in 17.3
(95% CI: 13.4-22.7), with a harmonic mean sample
size of 51.9 (Table 5). Evidence of a recent genetic
bottleneck associated with a heterozygote excess
(BOTTLENECK results) was observed for all
captive jaguar population CJP with a variance of 30
% and a probability of 70 %, under the IAM and
TPM models (P = 0), also with a variance of 10 %
and a probability of 90 %, under the IAM model (P
= 0). When analyzed independently each cluster the
same phenomenon was observed, all Clusters
showed possible bottlenecks under the two models
used for this analysis (Table A3).

The relatedness analysis based on the maximum
likelihood (ML) estimator, according to the amount
of shared alleles, in Cluster 1 revealed 8 full
siblings (FS), 44 half siblings (HS) and 9
parent/offspring (PO) relationships; we also
evaluated the differences between the Ln
Likelihood (LnL) for the other relationships
categories (Table 7). There were significant
differences between FS and PO comparisons,
however in HS relationships there were no



differences compared with unrelated (U) and FS. In
Cluster 2 revealed 7 FS, 22 HS and 7 PO
relationships; there were significant differences
between all the relationships categories compared
but in FS with PO. In Cluster 3 revealed 6 FS, 17
HS and 5 PO relationships assigned by ML; in this
cluster all comparisons with other categories of
relationships categories had significant differences
(Table 7).

Discussion
Genetic structure and genetic variability

Although captive jaguars are not a natural
population, genetic analysis could be useful for
conservation on this endangered species. The
analysis of fifty-six blood samples from captive
animals showed three genetic clusters based on the
Ak estimated by STRUCTURE (Fig. 2). Cluster 1
(red) with 29 individuals, Cluster 2 (green) with 19
individuals and Cluster 3 (blue) only 8 individuals.
This software infers population structure, assigning
individuals to the closest population, identifying
migrants and admixed individuals. We start from
the premise that captive jaguar population have
some degree of structure because many animals
from highly differentiated populations have been
reproduced each other (Brazilian, Venezuelans with
individuals from Mexican origin), as mentioned by
zookeepers. More than 85% of the jaguars were
assigned to one of three clusters (P = 95 %), in
several cases it was observed that some individuals
were partially assigned to more than one cluster
(Table 3), probably these characteristics of variable
proportions of membership to the clusters within
individuals was due to the mate of jaguars from
very different populations, a common situation in
the sampled animals.

AMOVA results revealed that there was moderate
genetic differentiation between the three clusters
formed according to allelic frequencies; it may
result from different founder individuals
(presumably from differentiated populations), in
turn this difference is probably to be a result of the
diverse geographical origin of jaguars and the
effects of different selective breeding. We attribute
these results to the variation within individuals
(76%) and are concordant with the NJ tree: Clusters
1 and 2 were more similar instead cluster 3 was the
most distant. This assignment probably was
originated from the selective breeding, chiefly
South American individuals mated with Mexicans,
for example reproduction of melanistic jaguars have
been increased because they are very attractive to
the visitors (pers. obs); in Mexico there is no
evidence of black jaguars in wild, the northernmost
record being from Costa Rica (Meyer 1994; Eizirik
et al. 2003; Cartin-Nufez and Carrillo 2009), and
few sightings are reported in Belize without further
solid evidence. Both Fst analysis and AMOVA
showed significant genetic differentiation among
clusters, although the Fst value between Cluster 1

and 2 was small, it is statistically significant
(0.051). The values of Nei’s distances were also
significant to consider the clusters with a degree of
differentiation.

Despite limitations in space and number of
individuals, in this research we found moderate to
high levels of heterozygosity (0.53 to 0.72; Table
5). Because this captive population is probably
formed by individuals of several origins, levels of
heterozygosity could be raised as a result of the
mixture of individuals from populations with some
degree of differentiation (Luo et al. 2008). The
highest record of heterozygosity in jaguars reported
by Ruiz-Garcia et al. 2006 for Colombian jaguars
(H = 0.84), is perhaps derived from the population
subdivision that they assessed (Boecklen 1986;
Swindell and Bouzat 2006). Other research about
genetic diversity in jaguar was developed by Haag
et al. 2010, the average Ho = 0.73 was high,
nonetheless  they  reported  allelic  loss,
differentiation between populations isolated and
low effective sizes, this processes possibly caused
by recent genetic drift. In other large felids genetic
diversity has been reported low levels, cheetah
(Acinonyx jubatus) He = 0.64 to 0.70 in Namibia
(Marker et al. 2008); Luo et al. (2004) obtained a
mean observed heterozygosity in several samples of
tiger subspecies (P. tigris) ranged from 0.40 (Ho
minimum in (P. t. altaica) to 0.66 (Ho maximum in
P. t. corbetti). In contrast, Indian leopard (P.
pardus) showed high levels of Ho = 0.74 (Dutta et
al. 2013).

Effective population size, genetic bottleneck and
relatedness

There is no a regular update of the census of jaguars
in Mexican zoos, the most recent data is from 2003,
published in the workshop “El papel de los
zoologicos de Mesoamérica y el Caribe en la
conservacion de los jaguares" (The role of zoos in
Mesoamerica and the Caribbean in the conservation
of jaguars) developed by the Conservation Breeding
Specialist Group (CBSG). They estimated 135
jaguars (62 males, 67 females and 7 unknown),
however, it has not been updated a census to verify
whether this number has increased or decreased. In
several zoos where we collected blood samples,
veterinarians mentioned that they try to avoid the
breeding between close-related  individuals,
however, in the absence of an updated and
standardized jaguar studbook, consanguineous
matings cannot be completely avoided and an
effective  genetic management cannot be
implemented, what will adversely affect genetic
variation (Witzenberger and Hochkirch 2011). On
the contrary, breeding programs that are genetically
managed based on mean kinship, retained genetic
diversity and delayed the effects of inbreeding,
even when there is scarce information about the
pedigree of individuals, these programs can still be
implemented by using molecular marker data to



estimate kinship among individuals. The data
generated by this study provides thus a starting
point for the implementation of genetic
management program of captive jaguars in Mexico,
since in more than half of the relationships
assigned, it was verified that there was a high
probability of consistency with the information
provided by zoo keepers. Also, it could be detected
that some families are formed due to the limited
interchange that has occurred in four zoos having
proximity (data not shown). Accordingly, this may
also be reflected in the small effective population
size obtained (Ne = 17) considering there have been
no reproductions guided in a program to maintain
genetic variation, for example, random mating that
includes the greatest number of jaguars (Table 6).
In the three clusters a recent genetic bottleneck was
detected (Table A3), it is possible that this result
indicated a restricted reproduction between few
individuals (founder members) and furthermore, the
captive jaguar population has recently been formed
(it is estimated that in the 1980’s). To avoid the loss
of genetic diversity caused by of the lack of
accurate planning in the genetic management of
captive jaguar populations, this research would
contribute to be the starting point for further
establishment of appropriate genetic management
for Mexican zoos.

Although we had a moderate number of loci, the
relatedness analysis was mostly consistent with the
other results. Cluster 1 showed the largest number
of possible relationships (Total = 61), of which 2
were known (1 parent/offspring and 1 full siblings).
In Cluster 3 it was found only one parent/offspring
relationship, however this two melanistic jaguars
formed one of the confirmed relationships. The
relationship with the largest possibilities in the
three clusters was HS (Table 7), it is expected to be
ambiguous because of the challenge of calculating
and assigning individuals that share only 25 % of
the genetic material and may actually be
categorized in other relationships such as cousins,
uncles/nephews, grandparents/grandchildren.
Hence, we emphasize the necessity for further
analysis of parentage based on genetic information,
preferably using a high number of molecular
markers to improve the precision of the estimates.
In three of the four known relationships we
observed consistency on the assignment of the
individuals into the same cluster, one of full
siblings (Figure 2, see bars 14 and 38) and two of
parent/offspring (Figure 2, see bars 15 and 17; 16
and 22). The fourth relationship of parent/offspring
was not very clear (bars 56 and 39 of the Figure 2),
there is the possibility that parents and offspring
were assigned in different clusters, the most likely
cause that we consider is because these parents
have different origins, and each parent could be
assigned to a different cluster meanwhile offspring
are assigned to the proportion inherited from each
parent. In general, it is likely that our results show a

medium level of relatedness among individuals;
which suggests that litters have been distributed in
zoos that have maintained a limited exchange of
individuals. Following the protocol of reproduction
based on the mean kinship (MK) as suggested by
Willoughby et al. (2015) is strongly recommended
to avoid the loss of genetic variation, if there is the
purpose to establish a studbook for captive jaguars,
it is important to have an intensive relatedness
analysis prior to start a breeding program.

Conclusions

Captive breeding has become an important tool in
animal conservation, but the lack of a well-executed
management program aimed at minimizing the
impact of drift and inbreeding can reduce their
usefulness for species conservation. Wild Mexican
jaguars have declined and show signs of genetic
erosion, a situation that could eventually demand
supplementation from a healthy captive genetic
stock, there was no information about genetic status
of captive jaguars, and our research is the first to
provide basic information on genetic variation of
captive jaguars in Mexico. They need to be
genetically managed based on genealogical and
molecular information to guarantee the appropriate
management to retain genetic diversity for jaguar
conservation programmes. This paper is the first in
genetically evaluate captive populations of jaguars
in Mexico and provides the basis to designing
breeding programs that conserve the genetic
diversity of these populations.
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Table 1 Levels of genetic variability with samples from free-living, captivity and museums jaguars. PIC = polymorphism
information content and H = Heterozygosity

Author(s) Year Site Number of samples Parameter
Eizirik et al. 2001 Americas 44 H =0.622-0.724
Moreno et al. 2006 Brazilian zoos 39 PIC =0.69
Ruiz-Garcia et al. 2006 Colombia 62 H=0.846
Haag et al. 2010 Brazil 59 H=-~0.73
Rogques et al. 2014 Brazil 90 H=0.67-0.7
Roques et al. 2015 Mexico and Brazil 102 H = 0.6 (Mexico), 0.73-0.84 (Brazil)

Table 2 Microsatellite loci evaluated in Panthera onca by 11 fluorescent primers (Chirhart et al. 2000). Allele size and
annealing temperatures conditions are indicated. 6-FAM, NED, PET, VIC: fluorophore acronyms.

Li Mark in this . .
iterature arkers name in this Allele size  Annealing to

markers study Primers Sequences (57-37) Dye (in bp) (in °C) Repeat unit
name
F115 FCAL115 F.CTCACACAAGTAACTCTTTG 6-FAM 185-225 57 Tetranucleotide

R:CCTTCCAGATTAAGATGAG

F:ATCAAAAGTCTTGAAGAGCATGG . .
F90a FCA90 TGTTAGCTCATGTTCATGTGTCC 6-FAM 100-120 62 Dinucleotide

F:GGAGCCCTTAGAGTCATGCA . .
FCA26 FCA26 TGTACACGCACCAAAAACAA 6-FAM 126-160 60 Dinucleotide

F:TCACCGCTTAAGAAGAGGCTA . .
N82b FCAS82 R-GTGAAGCTTCCGAAATGAGG VIC 190-210 57 Dinucleotide

F:GGAAACTTGGAAAGCAAAACC . .
F176 FCA176 R-TCCACAGTTGGAGTTCTTAAGG PET 213-233 57 Dinucleotide

F:GGTGACAAAACAAAACAAAGCA . .
V547b FCA547 R-GGAGCCTGCATAGGATTCAC VIC 215-235 60 Dinucleotide

F:GGCACCTATAACTACCAGTGTGA . .
FCAT7 FCAT7 R-ATCTCTGGGGAAATAAATTTIGG NED 110-154 57 Dinucleotide

F:GAGCCACCCTAGCACATATACC . .
N43a FCA43 R-AGACGGGATTGCATGAAAAG NED 100-130 60 Dinucleotide

F:TGCTCAAACAGATAAGGCTGAA . .
N566b FCA566 R-CCCACTCATGCTGTCTCTCA NED 155-175 57 Dinucleotide

F:CCCAGCTTTGTCTCTTACTGTG . .
FCA24 FCA24 R-CATCCTCCCCTAATGCCC PET 210-235 60 Dinucleotide

F:GCCCCTGATACCCTGAATG . .
FCA126 FCA126 R-CTATCCTTGCTGGCTGAAGG PET 150-170 57 Dinucleotide

Table 3 Number of individuals that were assigned to a cluster at a 95% probability in Structure.

P Number of assigned jaguars (%)
>90 % 30 53.57
>80 % 9 17.86
>70 % 8 14.29
>60 % 2 3.57

45-60 % 7 12.50

Total 56 100




Table 4 Analysis of molecular variance (AMOVA) based on Fst values.

Source of Sum of  Variance Percentage
Variation """ Squares components of variation
BETWEEN 1 33778 0365 Va 8 %
clusters
BETWEEN 53 248.981 0.702 Va 16 %
individuals
.W.IT.HIN 56 184.5 3.295 Vb 76 %
individuals
TOTAL 111 629.141 4.361

Fixation index Fst: 0.084 P = 0.001

Table 5 Measures of diversity at 11 microsatellites in the three jaguar clusters obtained from 56 captive individuals. A =
Number of different alleles, Ae = Number of effective alleles, I = Shannon’s Information Index, Ho = Observed
Heterozygosity, He = Expected Heterozygosity, Fst = Fixation Index.

Genetic cluster

Locus A Ae 1 Ho He Fst

Cluster 1 FCA24 5 2.62 1.18 0.57 0.62 0.08
FCA26 6 2.99 1.41 0.72 0.67 -0.09

FCA43 3 2.62 1.02 0.61 0.62 0.02

FCA77 7 4.03 1.60 0.83 0.75 0.11

FCAS2 6 3.07 135 0.77 0.67 0.14

FCA90 5 3.38 131 0.74 0.70 -0.05

FCA115 17 12.05 2.65 0.85 0.92 0.07

FCA126 6 2.50 1.20 0.62 0.60 -0.04

FCA176 6 4.10 1.53 0.73 0.76 0.04

FCA547 8 5.26 1.83 0.79 0.81 0.03

FCA566 8 5.41 1.81 0.71 0.81 0.12

Mean 7 4.37 1.54 0.72 0.72 -0.01
Cluster 2 FCA24 4 2.99 1.19 0.72 0.66 -0.09
FCA26 3 221 0.92 0.63 0.55 -0.15

FCA43 3 2.52 0.99 0.53 0.60 0.13

FCA77 5 2.50 1.17 0.50 0.60 0.17

FCAS2 3 1.21 0.37 0.19 0.17 -0.08

FCA90 4 2.96 1.16 0.61 0.66 0.08

FCA115 9 7.11 2.08 0.62 0.86 0.27

FCA126 5 291 1.23 0.50 0.66 0.24

FCA176 3 2.97 1.09 0.53 0.66 0.21

FCA547 5 3.79 1.42 0.50 0.74 0.32

FCA566 5 3.34 1.4 0.50 0.70 0.29
Mean 4455 3136 1185 0530  0.624 0.125
Cluster 3 FCA24 4 261 1.16 0.50 0.62 0.19
FCA26 3 2.33 0.95 0.87 0.57 -0.53

FCA43 2 1.44 0.48 0.37 0.30 -0.23

FCA77 3 1.85 0.78 0.62 0.46 -0.36

FCAS2 5 3.92 1.47 0.86 0.74 -0.15

FCA90 3 2.67 1.04 0.62 0.62 0.00

FCA115 5 4.08 1.49 0.98 0.75 -0.32

FCA126 2 2 0.69 0.50 0.50 0.00



FCA176 3 2.84 1.07 0.98 0.65 -0.54

FCA547 4 1.97 0.95 0.62 0.49 -0.27

FCA566 6 4.67 1.67 0.86 0.79 -0.09

Mean 3.636  2.762 1.068 0.713 0.591 -0.210
Overall mean 5.03 3.42 1.26 0.65 0.65 -0.03

Table 6 Estimating of effective population size based on LD method.
LDNe

Harmonic mean sample size Ne Confidence interval
(95 %)
Captive jaguars 519 17.3 13.4-22.7

Table 7 Relationships assigned with the maximum likelihood according to genetic data at the 0.05 level of significance.

Cluster 1
Number of R!
pairs LnL(R) LnL(U) LnL(HS) LnL(FS) LnL(PO)
8 FS -51.82-(-46.44) -54.49-(-48.31) -52.88-47.11 - -10050.82-(-10045.44)
0.032* 0.03* 0.003*
44 HS -57.98-(-49.96) -58.2-(-50.77) - -61.8-(-51.36) -10056.98-(-10048.96)
0.9 0.2 0.0001*
9 PO -14.08-(-15.9) -15.13-(-16.28) -14.54-(-15.98) -14.73-(-16.38) -
0.005* 0.008* 0.001*
Cluster 2
R! LnL(R) LnL(U) LnL(HS) LnL(FS) LnL(PO)
7 ES -26.15-(-23.48) -27.09-(-28.42) -26.85-(-25.53) - -10025.15-(-23.51)
0.017* 0.027% 0.078*
22 HS -39.31-(-41.37) -39.65-(-41.73) - -40.65-(-43.56) -10038.31-(-10040.37)
0.0001* 0.0001* 0.0001*
7 PO -39.95-(-41.61) -40.5-(-43.26) -40.03-(-41.65) -42.25-(-41.95) -
0.002% 0.014* 0.007*
Cluster 3
R! LnL(R) LnL(U) LnL(HS) LnL(FS) LnL(PO)
6 ES -72.18-(-69.44) -96.77-(-76.96) -80.52-(-69.5) - -75.47-(-10068.44)
0.001* 0.007* 0.0001*
17 HS -84.21-(-57.14) -92.41-(-60.95) - -87.3-(-57.51) -10083.21-(-10056.14)
0.0001* 0.0001* 0.0001*
5 PO -78.15-(-52.94) -98.24-(-68) -82.55-(-55.87) -80.48-(-56.32) -
0.001* 0.001* 0.019%
R =relatedness, LnL = Ln of the Likelihood, U = unrelated, HS = half siblings, FS = full siblings, PO =
parent/offspring.

! Probable relationship assigned by Maximum Likelihood in ML Relate (Kalinowski et al. 2006).

* Significant difference.
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Fig. 1 Historical and current distribution of the jaguar in México (data based on surveys carried out
annually since 2008, modified from Ceballos et al. 2011).
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Fig. 2 Estimation of genetic ancestry in each of the three inferred clusters for the 56 captive jaguars
using STRUCTURE 2.3.4. Each individual is represented by a single vertical line divided into k-
coloured ensemble. Colour length in vertical lines represents the proportion of ancestry from each of the
three inferred clusters in each individual. Each number corresponds to an individual and the number
inside the brackets represents the captive population.
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

Figure A1l. Evanno et al. (2005) plot detecting the number of K groups that best fit the data.
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Fig. A2 Unrooted tree constructed by the NJ method using the estimated Nei’s standardized genetic distances (Nei
1972) among clusters.

Table A1 Hardy-Weinberg and inbreeding coefficients of Weir and Cockerham (W&C) for the Captive Jaguar
Population (CJP) and for each Cluster, values in bold were significant deficiency of heterozygosity (P < 0.01) with the
correction of FDR.

cJp Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
Locus Fis W&C P Fis W&C P Fis W&C P Fis W&C P
FCA24 0.11 0.27 0.09 0.33 -0.06  0.66 0.25 0.08
FCA26 -0.12 0.98 -0.07 0.88 -0.13 0.89 -0.48 1
FCA43 0.08 0.14 0.04 0.38 0.15 0.13 -0.17 1
FCA77 0.13 0.05 -0.09 0.85 0.19 0.14 -0.30 1
FCARS2 0.08 0 -0.12 0.07 -0.05 1 -0.07 0.54
FCA90 0.09 0.1 -0.03 0.50 0.11 0.34 0.07 0.48
FCAL115 0.14 0 0.09 0.09 030  0.01 -0.25 1
FCA126 0.12 0.32 -0.02 0.62 0.26 0.16 0.07 0.7
FCA176 0.10  0.10 0.06 0.35 0.23 0.08 -0.49 1
FCAS547 0.21 0 0.05 0.06 0.35 0 -0.21 1
FCA566 0.20 0 0.14 0.17 0.31 0 -0.01 0.27




Mean 0.10 0.01 0.15 -0.14

Table A2 Number of genotypes per locus, for the Captive Jaguar Population (CJP) and for each of the clusters

analyzed.
cJp Homozygote  Heterozygote Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3

Locus
FCA24 12 3 9 10 6 5
FCA26 10 1 9 10 4 3
FCAA43 6 3 3 6 6 2
FCA77 17 4 13 13 7 3
FCAR2 12 4 8 9 3 5
FCA90 14 5 9 6 5
FCAL115 40 7 33 25 12 4
FCA126 10 2 8 8 7 3
FCA176 13 4 9 12 6 3
FCA547 23 5 18 16 10 4
FCA566 19 4 15 16 6 6

Total 176 42 134 134 73 43

Mean 16 3.82 12.18 12.18 6.64 3.91

Table A3 Bottleneck analysis under three models: IAM, TPM and SMM, with variance = 10 and = 90 %
probability and variance = 30 and probability = 70 %, for the Captive Jaguar Population (CJP) and Clusters of Panthera
onca.

Variance = 10 Probability = 90 % Variance = 30 Probability = 70 %
IAM TPM SMM IAM TPM SMM
Locus He Heq Heq Heq He Heq Heq Heq

FCA24 0.685 0.502 0.635 0.669 0.685 0.502 0.585 0.669
FCA26 0.641 0.558 0.703 0.722 0.641 0.571 0.656 0.724
FCA43 0.595 0.318 0428 0461 0595 0315 0.382 0.450
FCAT7 0.781 0.671 0.776 0.798 0.781 0.668 0.745 0.802
FCAS82 0.630 0.637 0.747 0.772 0.630 0.637 0.710 0.771

% FCA90 0.738 0.514 0.642 0.674 0.738 0.521 0.591 0.673
FCA115 0.930 0.868 0914 0.921 0.930 0.866 0.901 0.920
FCA126  0.635 0.576 0.699 0.724 0.635 0.573 0.651 0.722
FCA176  0.772 0.571 0.699 0.727 0.772 0.572 0.655 0.725
FCA547 0.846 0.664 0.775 0.799 0.846 0.660 0.736 0.802
FCA566  0.823 0.728 0.826 0.844 0.823 0.727 0.793 0.843
Wilcoxon (one-tailed for

heterozygosity excess) P=0 p=018 P=06l P=0 P=0 P=058
ygosity
Variance = 10 Probability = 90 % Variance = 30 Probability = 70 %

IAM TPM SMM IAM TPM SMM

Locus He Heq Heq Heq He Heq Heq Heq
FCA24 0.63 0.561 0.665 0.685 0.63 0.555 0.624 0.685
g FCA26 0.678 0.613 0.719 0.744 0.678 0.619  0.683 0.740
5 FCA43  0.629 0.361 0.463 0.482 0.629 0.359 0413 0.468

FCA77 0.768 0.688  0.771 0.787 0.768 0.693  0.745 0.788
FCAS82 0.69 0.647  0.729 075 0.69 0.645 0.701 0.753
FCA90 072 0578 0.675 0.692 0.72 0579 0.639 0.694



Cluster 2

Cluster 3

FCA115 0.934 0.895 0.924 0.929 0934 0.897 0917 0.928

FCA126 0.613 0.644 0.726 0.749 0.613 0.636  0.693 0.745

FCA176 0.774 0.643 0.732 0.745 0.774 0.650  0.698 0.751

FCA547 0.825 0.713 0.798 0.814 0.825 0.723 0.773 0.813

FCA566  0.83 0.719 0.795 0.814 0.83 0.712  0.769 0.815

Wikcoson (onetalled for - p_o P=023  P=068 P=0 P=004 P=076

eterozygosity excess)
Variance = 10 Probability = 90 % Variance = 30 Probability = 70 %
IAM TPM SMM IAM TPM SMM

Locus He Heq Heq Heq He Heq Heq Heq
FCA24 0.684 0.510 0.604 0.632 0.684 0.521 0.572 0.618
FCA26 0.562 0.389 0.477 0.494 0.562 0.402 0.451 0.495
FCA43 0.619 0.393 0.481 0.499 0.619 0.399 0.440 0.494
FCA77 0.617 0.592 0.688 0.707 0.617 0.599 0.654 0.705
FCAR82 0.179 0412 0.487 0.491 0.179 0.396 0.459 0.503
FCA90 0.681 0.513 0.603 0.624 0.681 0.516 0.572 0.622
FCA115 0.887 0.806 0.853 0.859 0.887 0.810 0.836 0.860
FCA126 0.675 0.604 0.685 0.707 0.675 0.605 0.657 0.702
FCA176 0.681 0.390 0.475 0.503 0.681 0.397 0.450 0.501
FCA547 0.757 0.608 0.690 0.705 0.757 0.604 0.660 0.705
FCA566 0.721 0.595 0.688 0.707 0.721 0.605 0.653 0.706
N onewlel oSS peor p-os vi ae oo

Variance = 10 Probability = 90 % Variance = 30 Probability = 70 %
1AM TPM SMM IAM TPM SMM

Locus He Heq Heq Heq He Heq Heq Heq
FCA24 0.658 0.618 0.667 0.675 0.658 0.607 0.648 0.681
FCA26 0.608 0.487 0.540 0.555 0.608 0.480 0.511 0.558
FCA43 0.325 0.294 0.326 0.336 0.325 0.295 0.310 0.329
FCA77 0.492 0.483 0.536 0.550 0.492 0479 0.519 0.556
FCAR2 0.802 0.728 0.766 0.770 0.802 0.728 0.757 0.774
FCA90 0.667 0.478 0.540 0.549 0.667 0490 0.524 0.554
FCA115 0.813 0.726 0.767 0.776 0.813 0.727 0.752 0.774
FCA126 0.533 0.298 0.326 0.340 0.533 0.294 0.307 0.330
FCA176 0.692 0.481 0.538 0.552 0.692 0.481 0.517 0.554
FCA547 0.525 0.615 0.669 0.680 0.525 0.614 0.648 0.681
FCA566 0.846 0.797 0.823 0.828 0.846 0.798 0.815 0.829
Wilcoxon (one-tailed for ——p, _ 5 p_9s p_g2 P=0 P=003 P=0I3

heterozygosity excess)
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Allele Frequency for FCA82
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Allele Frequency for FCA176
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Fig. A3 Allelic frequencies for each locus and clusters for Panthera onca.



