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1. Introduccion

El Jaguar (Panthera onca) en Colombia se encuentra catalogada como una especie
amenazada en el Apéndice | de la Convencion Internacional para el Comercio y Tratado
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora—CITES—, acogida por el Gobierno colombiano
mediante la Ley 17 de 1981. En este apéndice figuran las especies de animales y plantas
sobre las que pesa un mayor peligro de extincion, y sobre las que generalmente se prohibe
el comercio internacional de especimenes, salvo bajo condiciones excepcionales.
Adicionalmente, se encuentra clasificada como una especie Casi Amenazada segun la
lista roja de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y Recursos
Naturales (International Union for Conservation of Nature and Natural Resources) (IUCN)
(IUCN, Red List 2011).

Con el crecimiento exponencial de la especie humana, los félidos han pasado de
predadores a victimas. Las 36 especies diferentes de félidos que viven en el planeta llevan
millones de afios utilizando diferentes estrategias reproductivas para garantizar una
descendencia apta que afronte las diferentes condiciones adversas a las que se enfrentan.
Condiciones que son causadas en la actualidad por actividades humanas como la tala de
bosques y de selvas humedas, avance de la frontera agropecuaria, explotacion de cultivos
ilicitos, caceria indiscriminada, trafico ilegal y comercio de pieles, entre otros.
Adicionalmente, la pérdida de selvas y bosques los ha forzado a cazar animales
domeésticos, siendo esto un pretexto mas para que sean aniquilados.

Los esfuerzos de conservacién -in situ- deben estar encaminados al mantenimiento y uso
sostenible de poblaciones de fauna y flora silvestres y sus ecosistemas en su estado
natural, por otro lado la conservacién -ex situ- surge a partir de la extraccion de animales
de su habitat natural y las limitantes que se presentan para reubicarlos en sus lugares de
origen, como consecuencia de esto se ha generado un modelo de conservacion -ex situ-
gue garantice la vitalidad de sus poblaciones como importantes reservorios genéticos. En
general, los zoolégicos a nivel mundial deben cumplir con tres lineamientos principales:
investigacion, educacion y conservacion (ALPZA, 2003). Ninguna de éstas es
independiente de la otra y son complementarias entre si. En términos de conservacion -ex
situ-, los centros de investigacién y rehabilitacion de fauna, los zoolégicos y las
universidades deben dirigir esfuerzos conjuntos a mantener poblaciones viables de
especies amenazadas, las cuales sirven como reservorio para reintroduccion, en caso de
extincion de tales poblaciones en la vida silvestre, o para revitalizar, por medio de
investigaciones aplicadas, poblaciones disminuidas (Knowell et al.1996).

En Colombia, aunque la comunidad cientifica acepta que la conservacion ex situ es un
factor determinante a futuro y que contribuye positivamente a la conservacion in situ, ain
no se ha realizado un andlisis detallado sobre el mantenimiento de poblaciones cautivas
de grandes carnivoros como el jaguar y las implicaciones como una alternativa seria de
conservacion. Por consiguiente es importante formular la siguiente pregunta -¢Como se
debe realizar un plan de conservacion ex situ para el jaguar en Colombia que garantice la
sostenibilidad de la poblacion a través del tiempo a nivel demografico, genético y
reproductivo?-. Para responder esta pregunta es necesario proponer un plan de manejo
poblacional para la especie el cual consta de tres partes: 1. Analisis demogréfico, 2.
Analisis genético, 3. Andlisis reproductivo. En el capitulo 1 se realiza el andlisis
demografico retrospectivo y prospectivo, basandose en las caracteristicas demograficas
actuales de la poblacion cautiva. Se establecen las proyecciones futuras en un contexto



2 Caracterizacion demogréfica, genética y reproductiva de jaguares (Panthera onca)
en cautiverio en parques zooldgicos de Colombia

general, tanto a nivel genético como a un nivel reproductivo para la especie, estableciendo
metas reproductivas y realizando simulaciones computacionales de apareamientos para
poder estimar el mantenimiento del 90% de la variabilidad genética de la poblacién por un
periodo de 100 afios. En el capitulo 2 se desarrolla el andlisis genético de la poblacion a
partir de los registros encontrados y el analisis de ADN empleando marcadores
moleculares de tipo microsatélite. Se busca identificar los individuos que la conforman y
conocer la estructura genética de la poblacion para poder realizar la construccion del
pedigri o arbol familiar estableciendo el grado de parentesco entre los animales. De esta
manera se podra programar, en forma controlada, su participacion en un programa de
reproduccién y asi garantizar la auto-sostenibilidad de la poblacion. En el capitulo 3 se
aborda la caracterizacion reproductiva del macho del jaguar mediante un analisis no
invasivo de seguimiento hormonal para testosterona por un periodo de un afo junto un
analisis seminal para determinar si los jaguares machos presentan diferencias
estacionales o entre si. Por dltimo, en el capitulo 4 se presenta la caracterizacion
reproductiva de la hembra del jaguar, mediante un andlisis no invasivo de seguimiento
hormonal para estradiol y progesterona por un periodo de un afio y determinar si los
jaguares presentan diferencias estacionales en sus ciclos estrales. También se presenta
el andlisis no invasivo de seguimiento hormonal para estradiol y progesterona después de
la aplicaciébn de gonadotropinas para determinar si los jaguares pueden presentar
ovulaciones controladas.

Siguiendo este curso, se presentaran las conclusiones generales como una fuente
importante de informacion para que los parques zoolégicos del pais puedan en primer
lugar comprender a profundidad el alcance y la proyeccién del mantenimiento sostenible
de sus poblaciones cautivas como reservorio de material genético variable y con un alto
potencial reproductivo; y en segundo lugar, para que al contar con las herramientas
desarrolladas puedan participar activamente en los programas nacionales de conservacion
para la especie, planteando recomendaciones y soluciones frente al problema de la
extincion de especies animales en sus habitats naturales. Es por esto que la
caracterizacibn demografica, genética y reproductiva de la poblacion permitira la
implementacion y proyecciéon de un plan de manejo reproductivo que aportara las
herramientas necesarias para establecer un plan sostenible de conservacién ex situ para
el jaguar en Colombia.



1.Capitulo 1

Revision de literatura

1.1 Origen de la especie

Los registros fosiles encontrados en Africa, Europa y América del Norte y los recientes
andlisis genéticos realizados en la ultima década (Johnson et al. 2006) sugieren que el
origen de la familia de los félidos se remonta al Mioceno tardio, hace unos 10.2 millones
de afios (Ma) atras. Hace 6,37 Ma la subfamilia pantherinae o linaje de las Panteras
divergen de la subfamilia felinae y de la acinonyxinae (guepardos o cheetahs). Dentro de
la subfamilia pantherinae la divergencia del Jaguar de los demas félidos ocurre hace 6.37
Ma, y especificamente con el leopardo ocurrié hace 2,87 Ma; la divergencia mas reciente
ocurre con el leén (Panthera leo) hace 2.06 Ma (Johnson et al. 2006). En cuanto a los
registros fésiles, el mas antiguo se ha encontrado en Olivola, Italia y data de hace 1.6
millones de afios. De esta forma Kurten B. (1965) sugiere que el origen de los jaguares
ocurre en Eurasia durante el Mioceno tardio o en el pleistoceno temprano, con poblaciones
gue se extendieron en el circumpolar Blancano-Irvingtoniano y que posteriormente
migraron desde Eurasia al continente americano a principios del pleistoceno. Basandose
en los registros fosiles encontrados y su localizacion geogréfica, se han denominado a los
antecesores de los jaguares americanos del pleistoceno asi: Panthera onca augusta, al
jaguar norteamericano (Simpson 1941) modificandolo de la primera denominacién de Leidy
(1872) del Felis augusta; Panthera onca andina, al jaguar del ecuador (Hoffsteter, 1952); y
Panthera onca palustris, al jaguar de Argentina (Cabrera, 1934). Sin embargo, Seymour
(1989) propone a partir de analisis t¢émporo-espaciales de los jaguares del pleistoceno que
todos deberian ser denominados como Panthera onca augusta (Arroyo-Cabrales. 2002).

1.2 Descripcion

El Jaguar (Panthera onca) descrito por Linnaeus (1758) es el tercer félido méas grande del
mundo después del tigre y el ledn y el mas grande de América; es el Unico representante
viviente del género Panthera que se encuentra en el nuevo mundo. El macho es robusto y
musculoso con un craneo grande y mandibulas fuertes, orejas medianas, cuello ancho,
térax y abdomen rectangular en su vista lateral; el pliegue del ijar es colgante y la cola es
medianamente larga con anillos negros. Su peso oscila entre los 50 y 80 Kg. La hembra
es de menor talla y pesa entre 35y 45 kg (Rabinowitz et al. 1986).

Presenta diferentes coloraciones del pelaje segun la subespecie con dos patrones
generales fenotipicos. El jaguar moteado, que se caracteriza por la presentacion del pelaje
de color pardo rojizo, con vientre y cuello blanquecinos y con rosetas negras con puntos
negros en su interior y, el jaguar melanico o negro, el cual presenta diferentes tonos desde
el gris oscuro en el manto general al negro azabache como coloracion principal de las
rosetas. La presentacion de melanismo es una condicion que se presenta en jaguares al
igual que en otras especies de félidos; ésta se ha documentado y se ha registrado en las
colecciones zoolégicas colombianas (Velez et al. 1979). Hasta hace poco se pensaba que
en los jaguares era una caracteristica transmitida por un gen recesivo al igual como ocurre
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en los leopardos (Panthera pardus). Sin embargo, desde mediados de los afios setenta se
reporté que el melanismo en los jaguares es el resultado de un gen autosémico dominante
(Dittrich, 1979). Bidlogos de campo como Mondolfi, Hoogesteijn (1986) consideraron la
condiciébn como recesiva, posiblemente porque la frecuencia de presentacién de la fase
melénica no ocurre ampliamente en una gran porcion de la distribucion natural geografica
del jaguar (Nowak, 1983). En el estudio publicado por Eizirik et al. (2003), reportan que el
melanismo en los jaguares es una condicion dominante asociada al gen MC1R
(Melanocortin-1 receptor) y obedece a la delecion de 15pb (Pares de Bases) que remueve
cinco aminodcidos del receptor de la membrana celular y a la sustitucion de dos pares de
base (Eizirik et al. 2003).

1.3 Habitat y distribucion

El jaguar esté fuertemente asociado a la presencia de fuentes de agua. Se encuentran
desde el nivel del mar hasta los 2.000 m, desde el sur-oeste de México hasta el norte de
Argentina, con una densidad mayor de poblacion en la selva Amazonica y menor en los
limites de su distribucion (Crawshaw et al. 1991; Emmons, 1991). Por la incidencia de las
poblaciones humanas que dia a dia avanzan mas hacia el centro de las selvas y bosques
de nuestro continente, su distribuciéon ha disminuido notablemente en los uUltimos 15 afios.
El jaguar se distribuye ampliamente en Colombia por toda la Costa Pacifica hasta el
departamento de Bolivar; en la Costa Atlantica pasando por Antioquia, Cérdoba y Sucre;
en el oriente desde Arauca hasta la selva del Orinoco y Amazonas abarcando todos los
Llanos Orientales hasta el Putumayo (Ruiz-Garcia et al. 2006).

1.4 Organizacion social

Son animales solitarios, donde cada individuo es duefio de un territorio; demarcan su
dominio por medio de olor, orina, heces y rasgufios en los arboles. Los territorios de los
machos se extienden entre 28 - 168 km?; mientras que el de las hembras se extiende entre
10 - 152 km?. Con frecuencia el territorio de un macho abarca el de varias hembras siendo
por lo general frecuente la copula entre éstos. Por lo general las hembras establecen sus
territorios cerca al de la madre y los machos mucho mas lejos. Los territorios de los
individuos jévenes oscilan entre 10 y 70 km?. Aunque el jaguar se ha caracterizado por ser
principalmente nocturno (Nowak et al. 1983), se ha mostrado que ellos son a menudo
activos durante el dia, con variaciones de actividad alrededor del alba y crepudsculo. Se
han encontrado jaguares activos durante el 50-60% del dia (Rabinowitz et al. 1986;
Crawshaw et al. 1991). Se conocen mas de 85 especies en la dieta del jaguar (Seymour,
1989). Las presas grandes, como sainos (Tayasu sp.), dantas (Tapirus sp.) y ciervos
(Odocoyleus virginianus, Mazama sp.) son de su predileccion, pero un jaguar se alimenta
comunmente de lo que sea capaz de cazar mas rapidamente, sin importar el tamafio de
las presas, las que tienden a ser medianas (Rabinowitz et al. 1986; Emmons, 1987). La
dieta del jaguar en la selva y en bosques de la sabana esta sujeta a la disponibilidad de la
presay su vulnerabilidad (Emmons, 1991). En muchas areas, el ganado es pastoreado, en
lo que inicialmente era el hébitat del jaguar, siendo el ganado una de las especies de presa
mas documentadas (Hoogesteijn et al. 1992).



La condicion de cautiverio la modificado tanto la organizacion social como la dieta de los
jaguares en cautiverio. En todos los zooldgicos del pais la dieta esta calculada segun las
demandas metabdlicas de cada uno de los animales y son calculadas con el software
ZOOTRITION. La alimentacion se basa principalmente en carne de caballo y es
administrada cada dia de por medio, alternAndose en carne pulpa, carne con hueso y
visceras rojas. El promedio de consumo por cada jaguar en cada racion administrada es
de 6 kg. (Gémez, 2009)

1.5 Analisis demograficos

Uno de los principales objetivos de los programas de manejo poblacional de animales en
zoolégicos es el establecimiento de poblaciones auto sostenibles. Se trabaja
particularmente con animales amenazados o en peligro, manteniendo altos estandares en
cuanto a bienestar animal y manejo adecuado, realizando estudios aplicados como lo son
los estudios genéticos destinados a fortalecer los programas de cria en cautiverio. Esta es
la base para la realizacién e implementacion de los “Planes de Supervivencia de Especies”
(Species Survival Plans) que buscan tener poblaciones cautivas con alta variabilidad
genética, bajas tasas de consanguinidad y establecimiento de programas que favorezcan
el mantenimiento de poblaciones viables en cautiverio (Ballou et al, 1996) El manejo del
pool genético de especies cautivas se basa en la construccion de un pedigri completo y
acertado, lo cual permite la determinacion precisa de la estructura poblacional, coeficientes
de consanguinidad, y de las probabilidades de la posesion de alelos de parentales
fundadores y la retencion de variabilidad genética dentro de la poblacién. El rango de las
posibilidades de manejo préactico al determinar el pedigri de una poblacion cautiva dirigido
a preservar dicha poblacién depende de multiples factores reproductivos principalmente
de la manipulacion de parametros reproductivos y de la capacidad de implementar técnicas
para la colecciébn y almacenaje de gametos, produccion de embriones in vitro y la
transferencia de los mismos a hembras aptas para desarrollar una gestacion exitosa
(Roelke et al. 1993)

La realizacion de un analisis genético en una poblacion en cautiverio requiere de pasos
sisteméticos para obtener la mayor cantidad de informacién posible como: la construccién
de un “pedigri” en la poblacién, la identificacion de parentales fundadores, la contribucién
genética de cada parental a toda la poblacién (ley de segregacion mendeliana), el célculo
de la pérdida de alelos debidos a endogamia o efectos de “cuellos de botella”, calculos de
coeficientes de consanguinidad y realizacion de pruebas empleando marcadores
moleculares. De esta manera se pueden implementar las técnicas genéticas adecuadas
para esclarecer los vacios de informacion sobre ejemplares desconocidos (Ballou et al.
1996).

En una serie de documentos basados en registros de zool6gicos de varias especies de
mamiferos, Ralls y Ballou (1970) demostraron que la consanguinidad reduce el tiempo de
supervivencia de animales juveniles, y que la continua practica de cruzar parentales con
su descendencia, deteriora la capacidad de conservacién de los zool6gicos. El uso de
programas sofisticados de computador hace que las decisiones a nivel genético-
demografico, asi como el éxito en reproducir especies en cautiverio, hayan resultado en el
desarrollo de programas de manejo a “Cero Crecimiento Poblacional” (CCP). EI CCP
provee el potencial de manejo de poblaciones a largo plazo al mantener el maximo de
diversidad genética manteniendo un control de la poblacion (Ballou et al. 1996).
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Para algunas especies donde las poblaciones silvestres se encuentran altamente
disminuidas, la supervivencia de la especie depende de la propagacion de animales
cautivos. En estos casos, el pool genético entero de una especie, representada por la
contribucién genética de los fundadores cautivos a siguientes generaciones de individuos
criados en cautiverio, se presenta como un sistema cerrado. En estos casos las nuevas
mutaciones que ocurren dentro de la poblacién, proveen la Unica nueva fuente de variacion
genética. Este proceso ocurre a una tasa extremadamente baja y provee cambios
significativos solo en largos intervalos de tiempo o cuando las poblaciones son
extremadamente grandes. En los casos en que las poblaciones silvestres se encuentran
estables en numero y distribucién y que potencialmente puedan proveer migrantes a la
poblacién cautiva, permite el acceso a nuevas fuentes de variacion y provee la oportunidad
de preservar mayores proporciones de pool genético silvestre. (Ryder, 1982; Lacy, 1989).

1.6 Andalisis genéticos

Los mapas genéticos generalmente son hechos con dos tipos diferentes de marcadores,
estos son los Tipo | y los Tipo Il. Los marcadores tipo | son genes y los marcadores tipo |l
son bits (la unidad minima de informacién posible) anénimos (funciones desconocidas). La
mayoria de mapas tienen muchos marcadores tipo Il pero las posiciones exactas y las
identidades de los genes son menos exactamente establecidas actualmente. Las pruebas
de “Fingerprinting” estan hechas con marcadores tipo Il, no con genes. Como los genes,
los marcadores pueden tener diferentes alelos con secuencias de bases ligeramente
diferentes. Los marcadores que tienen cortas cadenas repetitivas son denominados
microsatélites o STRP (Short Tandem Repeat Polymorphisms), estos se encuentran en
todos los cromosomas, tiene varios alelos y son altamente polimérficos. Esta clase de
marcadores se emplean para crear la huella digital del ADN y son los marcadores de
eleccién para la identificacion, pruebas de paternidad y determinar la diversidad del pool
genético. Los microsatélites se han empleado en la identificacién de individuos; esta clase
de andlisis se ha realizado exitosamente en gatos domeésticos (Felis catus) (Coomber et
al. 2007). En el caso de los jaguares, la individualidad genética esta definida por la
informacion genética que heredo de sus padres, cuyo material genético esta contenido en
38 cromosomas (19 pares homologos) del nucleo celular y el ADN mitocondrial. De esta
manera, en cada individuo como consecuencia de la reproduccién sexual, una copia de
cada par de cromosomas es derivada del padre y la otra de la madre. Actualmente se
conocen tres tipos de marcadores genéticos que se utilizan para identificar individuos: los
marcadores de variacion de secuencia, los minisatélites y los microsatélites. El tltimo tipo
de marcadores permite representar en una placa de gel de electroforesis, aspectos de la
estructura del DNA en forma de bandas paralelas. Una vez se ha realizado la prueba de la
huella digital del ADN para determinar casos de paternidad, existirian tres tipos de
resultados posibles. Primero la prueba puede ser no concluyente ya sea por problemas
técnicos o cantidad de muestra insuficiente; segundo, se puede encontrar que las muestras
analizadas no corresponden y no coinciden y se define como negativa; tercero, cuando
coinciden los patrones genéticos de las muestras que van a ser analizadas, en cuyo caso
se define como concluyente (Lyons, 2001).



Los microsatélites se encuentran en la eucromatina y son muy polimérficos en la poblacion,
Los genes y el ADN repetido estan localizados en posiciones (locus) particulares de los
cromosomas y muchos de ellos pueden existir en formas variables llamadas alelos. Si un
individuo posee dos copias de un alelo particular es homocigoto en ese locus y un individuo
gue tiene alelos diferentes en ese locus es heterocigoto. Los locus microsatélite pueden
tener hasta 30 alelos y se heredan de acuerdo a las leyes mendelianas. De esta manera
las frecuencias genotipicas pueden ser establecidas y analizadas estadisticamente de
acuerdo a la frecuencia alélica de una poblacion Por otro lado, los andlisis empleando
microsatélites se han llevado a cabo en diferentes especies de félidos silvestres para
resolver interrogantes con respecto al origen y la evolucion de las especies. Uno de los
primeros reportes de su empleo se hizo para determinar el tiempo en el que ocurrié la
primera gran disminucion poblacional del guepardo o cheetah (Acinonyx jubatus), el cual
ocurrio hace 10.000 afios aproximadamente demostrado por un efecto denominado “cuello
de botella” (Menotti-Raymond M. and O'Brien 1993). Posteriormente fueron empleados por
el mismo grupo de investigadores, esta vez para determinar el nivel de diversidad genética
de cuatro especies de félidos: el gato doméstico (Felis catus), el guepardo (Acinonyx
jubatus), el puma (Puma concolor) y el le6n africano (Panthera leo) (Menotti-Raymond M.
A. and O'Brien 1995). En 2001 se condujo un estudio en pumas el cual logré6 demostrar la
presencia de homoplasia (fragmentos que tienen el mismo tamafio pero no la misma
secuencia de bases) en 10 microsatélites en el puma (Puma concolor) (Culver et al. 2001).

En cuanto a los jaguares (Panthera onca), el primer analisis con microsatélites determiné
una alta variacion de tamafio en 29 locus analizados, encontrando evidencias moleculares
de una reciente expansién poblacional y sugiriendo diferencias debido a la presencia de
barreras geograficas como el tapdn del Darién y el rio Amazonas (Eizirik et al. 2001). Asi
mismo la varianza del tamafio de los alelos de los microsatélites han permitido desarrollar
estimados gendmicos para fendmenos ocurridos en tiempos ancestrales como los efectos
fundadores presentados en pumas (Puma concolor) de Norte América, leones asiaticos
(Panthera leo persicus) y los guepardos (Acinonyx jubatus) (Driscoll et al. 2002). Es s6lo
hasta el 2006 en el que se realiza el andlisis del jaguar (Panthera onca) en Colombia
empleando microsatélites en el cual se encontr6 una ligera subdivision entre las
subespecies presentes, compuestas principalmente por jaguares centro americanos
(Panthera onca centralis) y los jaguares amazonicos (Panthera onca onca) (Ruiz-Garcia et
al. 2006). Los microsatélites también se han empleado para detectar diferencias entre
subespecies de las panteras nebulosas (Neofelis nebulosa nebulosa) presentes en
Tailandia y las panteras nebulosas (Neofelis nebulosa diardi) encontradas en la isla de
Borneo (Buckley-Beason et al. 2006) y las subespecies de tigres cautivos a nivel mundial
(Luo et al. 2008).
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1.7 Andlisis reproductivos

En las dltimas décadas en Latinoamérica se han incrementado los esfuerzos investigativos
dirigidos a la conservacion de félidos silvestres. Los casos mas notables son los avances
realizados en Brasil y México, gracias a la colaboracién directa de instituciones como el
Centro para la Conservacion e Investigacion de Fauna Silvestre en Peligro del Zoolégico
de Cincinnati (CREW) y el Centro de Investigacion y Conservacién del Instituto
Smithsonian (CRC) (Brown et al. 2001). Los cientificos de estos paises han recibido
capacitacion y entrenamiento en ciencias reproductivas, han conducido en conjunto
estudios de investigacion basica y aplicada en reproduccion de félidos latinoamericanos y
han promovido el desarrollo de proyectos reproductivos independientes enfocados a la
conservacion (Swanson and Brown 2004). En el caso de Colombia el interés creciente por
parte de investigadores por la conservacion de félidos silvestres colombianos ha propiciado
el inicio de esta clase de cooperacion. Tal es el caso del entrenamiento de estudiantes de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia en el zooldgico nacional del
Instituto Smithsonian, asi mismo como en el Centro AUDUBON de investigacion de
especies amenazadas (AUDUBON Center for Endangered Species (ACRES)) donde
investigadores colombianos reportaron el primer nacimiento de un clon de gato silvestre
africano (Felis silvetris lybica) gestado en una gata doméstica, producto de la aplicacion de
técnicas de transferencia nuclear, en donde un fibroblasto de gato silvestre africano fue
introducido en un oocito de gata doméstica.(Gomez et al. 2000, Gomez et al. 2004)

1.7.1 Analisis del macho felino

El andlisis del macho felino es fundamental para el desarrollo de técnicas de reproduccion
asistida. En Colombia los primeros ensayos fueron realizados por Oyuela et al. (2002)
donde se reportaron morfologias espermaticas normales por encima del 70% y se
conformé el primer banco de semen de jaguares en el pais. Morato et al (2001) report6
resultados similares; sin embargo es necesario conducir mas estudios encaminados a
fortalecer y enriquecer con muestras de nuevos ejemplares fuera de las colecciones de
jaguares presentes en la asociacion colombiana de parques zooldgicos y acuarios
(ACOPAZOA), para asi tener un reservorio mayor de animales que puedan enriquecer la
variabilidad genética de las poblaciones cautivas.

1.7.1.1 Andlisis seminales y criopreservacion de semen

Las diferentes metodologias desarrolladas para el analisis seminal de félidos silvestres
involucran protocolos especie-especificos que necesitan ser desarrollados para identificar
los diferentes factores que pueden afectar el éxito reproductivo. Tal es el caso de las
especies pequefias pertenecientes al género Leopardus, en los cuales se ha encontrado
gue su eficiencia reproductiva aumenta si éstos se encuentran en habitats individuales y
no en exhibiciones grupales. Reportes de Swanson y Brown (2004) resaltan la baja tasa
reproductiva que tienen los félidos silvestres en los zooldgicos latinoamericanos; cerca del
80% de los animales estudiados no se han reproducido. También se reporta una alta
presentacion de espermatozoides morfolégicamente anormales (>50%). En el caso del
ocelote (Leopardus pardalis), margay (Leopardus wiedi) y tigrillo (Leopardus tigrina), se ha
podido determinar que bajo condiciones ambientales Optimas y de adecuada
suplementacién nutricional, las variaciones en las caracteristicas seminales y endocrinas,



medidas por medio de metabolitos de testosterona, son minimas a pesar de la diferente
estacionalidad encontrada en Brasil; asi mismo se ha encontrado una alta calidad en los
eyaculados de estos pequenios félidos (Morais et al. 2002, Moreira et al. 2001)

En estudios realizados por Morato et al. (2004), se analiz6 la variacién de la funcion
endocrina y testicular de jaguares cautivos en Brasil por medio de radioimunoensayo (RIA)
y midiendo concentraciones fecales de andrégenos. En el estudio no se encontraron
diferencias significativas en la funcion endocrina-testicular durante las estaciones (verano,
otofio, invierno, primavera). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
en las concentraciones de andrégenos entre periodos de sequia (380 + 28 ng/g) y de lluvias
(483 + 32.3 ng/g). En cuanto al andlisis seminal en el que se evaluaron las variables
volumen, concentracion, motilidad progresiva y morfologia, tampoco se encontraron
diferencias significativas (Morato et al. 2004). También se han conducido estudios con el
fin de determinar la organizacion y cuantificacion del espacio intertubular en el testiculo del
jaguar adulto para determinar la produccion media de espermatozoides diaria (Azevedo et
al. 2008). En los estudios reproductivos preliminares (Morato et al. 2001) se compararon
las concentraciones de testosterona entre animales nacidos en cautiverio vs animales
provenientes de vida silvestre. Aunque los animales cautivos presentaron un volumen
seminal mayor, los animales de vida silvestre presentaron concentraciones de
espermatozoides mas elevadas y porcentajes mas elevados de espermatozoides
morfolégicamente normales, lo cual permiti6 inferir que alguna condiciones del cautiverio
podrian afectar negativamente estas variables. En cuanto a las concentraciones
hormonales no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre las dos clases de
animales objeto de estudio (Swanson, 2003)

Andlisis seminales en guepardos (Acinonyx jubatus) demostraron que los defectos con
mayor prevalencia eran la presencia de gota citoplasmatica proximal y anormalidades en
el acrosoma. Ambas anormalidades comprometian cerca del 40 % de los defectos
estructurales observados (Crosier et al. 2006). Aunque se han producido crias de cheetahs
por medio de inseminacién artificial (Howard and Wildt 2009), las muestras de semen
empleadas solo poseian 45% de motilidad y 40% de membranas acrosomales intactas.
Con la adicién de glicerol a temperatura ambiente antes de la refrigeracion y posterior
congelacion, se ha aumentado la proporcion de motilidad de los espermatozoides (40-50)
y de presencia de acrosomas intactos (50-60) en semen criopreservado (Crosier et al.
2006).

La conformacion de bancos de germoplasma, y la criopreservacion de gametos, pueden
facilitar el mantenimiento de la heterocigosidad, mientras se disminuye el movimiento de
animales vivos entre diferentes instituciones (Wildt et al. 1987) Como un ejemplo del
potencial de conservacion, se realizé el andlisis de 59 eyaculados de alta calidad de ocho
especies de félidos latinoamericanos, basandose en concentraciones antes de
congelacion. Las muestras potencialmente deberian ser adecuadas para realizar cerca de
100 procedimientos de inseminacion artificial o 26000 procedimientos de fertilizacion in
Vitro (Swanson and Brown 2004)

Morato et al. (2004) report6 aumentos en los niveles de cortisol en materia fecal de
jaguares machos después de procedimientos de electro-eyaculacion bajo restriccion
guimica. En todos los machos (n=4) los niveles de cortisol aumentaron. Reportes similares
fueron encontrados en guepardos y panteras nebulosas. Se puede inferir de estos
resultados que los jaguares son susceptibles bajo eventos estresantes a elevar sus niveles
de actividad adrenal lo cual ampliamente se ha empleado como una medida del nivel de
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estrés que algunos animales sufren en cautiverio. En esta caso la elevacion de cortisol
depende directamente de los procedimientos médicos; sin embargo a partir de esto surge
la pregunta: es posible que en el caso necesario de reproducir dos individuos ubicados en
ciudades diferentes, el transporte o el manejo de los animales pueda influir directamente
en la funcion reproductiva?, y la respuesta probablemente es positiva, los félidos son
animales altamente susceptibles a los cambios en su ambiente; es por esto que al realizar
procedimientos de inseminacion artificial con semen conservado, es muy posible que se
minimice el estrés de la manipulacion de los machos, al no tener que transportarlos, siendo
mas practico el traslado de pajillas de semen criopreservadas. (Herrick et al. 2010)
(Pukazhenthi et al. 2006) (Morais et al. 2002)

1.7.1.2 Electroeyaculacion

La recoleccion de semen se ha realizado en 28 de las 36 especies de félidos silvestres
utilizando el protocolo estandar desarrollado por Wildt et al. (1983), que consiste en la
aplicacion de 80 estimulos divididos en tres series, la primer y segunda serie consta de 30
estimulos, la tercera de 20 estimulos; cada estimulo oscila entre 4 y 6 voltios. (Morato
2002). Este procedimiento debe ser realizado bajo anestesia general, Utilizando una
mezcla como tiletamina-zolazepam con una dosis de 10 mg/kg. Otros protocolos emplean
una premedicacion anestésica con xilacina (0.8-1.8 mg/kg) y ketamina (2.8-6 mg/kg) como
inductor de la anestesia en procedimientos realizados en Colombia (Jiménez-Gonzélez et
al., 2003).

1.7.2 Andlisis en la hembra felina

El analisis de la hembra felina implica diferentes técnicas que pueden ser empleadas para
diferentes propésitos. En primer lugar es necesario conocer los patrones de ciclicidad en
los ciclos estrales, su correlacién con las estaciones o épocas climatolégicas y a partir de
este conocimiento es posible realizar una aproximacion a los diferentes mecanismos de
intervencion empleando gonadotropinas exdégenas que actualmente son empleadas para
promover el desarrollo folicular ovarico ya sea para realizar procedimientos de
recuperacion de oocitos y/o para inducir la ovulacion en procedimientos de inseminacion
artificial. Sin embargo para tener la certeza de que dichos eventos ocurran, es necesario
llevar a cabo un monitoreo hormonal y asi determinar la eficacia de los procedimientos y
determinar los momentos en que ocurren dichos cambios. Asi mismo, es importante para
controlar el tiempo de gestacion en el caso de que la fertilizacién ocurra ya sea por monta
natural, inseminacion artificial o transferencia de embriones (Comizzoli et al. 2009). Se ha
reportado para el jaguar que el estro tiene una duracion de 6 a 17 dias; el ciclo estral un
promedio de 37 dias con variaciones de los 22 hasta los 65 dias(Wildt et al. 1979). La
gestacion promedio dura de 91 hasta 111 dias (Hemmer, 1976) con un tamafio de la
camada entre 1 y 4 cachorros (Hoogesteijn et al. 1992). Su periodo de vida promedio es
de 11 - 12 afios a mas de 20 afios (Green, 1991).

1.7.2.1 Monitoreo hormonal
Los estudios de fisiologia reproductiva para evaluar la funciéon endocrina tanto en machos

como en hembras son esenciales para la realizacion de diferentes procedimientos a nivel
de biotecnologia reproductiva. EI monitoreo hormonal, permite la identificacion de
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individuos con una mejor funcién reproductiva y también ayuda a detectar animales con
problemas de fertilidad dentro de una poblacién; también permite realizar diagnosticos de
prefiez o pseudoprefiez en los casos en que se haya presentado una ovulacién durante
una copula no fértil, o en el caso de que se haya presentado una ovulacion espontanea
(Graham et al. 1993). También permite determinar cuando es necesaria y como llevar a
cabo adecuadamente un programa de reproducciébn por monta natural o y/o la
transferencia de embriones (Johnston et al. 1994). Diferentes estudios comparativos se
han realizado para comprender la dinamica de los ciclos estrales en las hembras de félidos
silvestres. Ensayos realizados en guepardos (Acinonyx jubatus) demostraron tiempos de
pseudoprefiez de 67 dias (53-78), lo que equivale a dos tercios del tiempo de gestacion
(92-94), midiendo progestagenos en materia fecal (Brown et al. 1996). En posteriores
estudios compararon la excrecion de metabolitos de E2 y P4 en gato leopardo (Felis
bengalensis), cheetah (Acinonyx jubatus), pantera nebulosa (Neofelis nebulosa), y pantera
de las nieves (Panthera uncia). Los andlisis longitudinales demostraron que los cambios
en las concentraciones fecales de E2 y P4 reflejan actividad ovéarica natural o artificial en
las diferentes especies (Brown et al. 1994). En el caso del aumento de los niveles de E2,
la excrecion de estrégenos estaba relacionada con presentacion de estro o la aplicacion
de tratamientos con gonadotropinas exodgenas; las concentraciones de P4 confirmaron la
presentacion de fases luteales en pseudoprefiez o prefiez (Swanson et al. 1995).

1.7.2.2 Tratamiento con gonadotropinas exdgenas

Para la realizacion de procedimientos de inseminacion artificial en félidos no domésticos
se han empleado ampliamente gonadotropinas, principalmente la gonadotropina coridnica
equina (eCG) y la gonadotropina coriénica humana (hCG), para inducir desarrollo folicular
ovarico y la ovulacion respectivamente, para asi realizar procedimientos como
inseminacion laparoscopica directamente en los cuernos uterinos (Howard et al. 1999). Sin
embargo, la dosis necesaria para inducir el desarrollo folicular y la posterior ovulacion es
especie-especifico. Tal es el caso de los ocelotes en los que se ha encontrado que son
“casi” insensibles comparado con las otras especies de félidos a la administracion de
gonadotropinas exdégenas. Las dosis empleadas pueden llegar a ser 400% por peso
corporal superiores a las empleadas en otras especies (Swanson et al. 1996). En estudios
en zoologicos brasileros se han realizado inseminaciones artificiales exitosas por
laparoscopia en margays YV tigrillos, después de monitoreos hormonales de estr6genos y
progesterona (Morais et al. 1997).

1.7.2.3 Inseminacion artificial

La inseminacion artificial (I1A) en felinos, surge como una alternativa para la conservacion
de individuos de alto valor genético, para felinos con dificultad de prefiez y para la
conservacion de felinos no domésticos en via de extincién, entre otras. La gran mayoria
de procedimientos involucran la deposicion del semen del macho a nivel intrauterino,
intratubal e intravaginal. Para felinos domésticos se reportan tasas de concepcion por
encima del 50% en IA con semen fresco en deposicion intravaginal, del 50-80% en
deposicion intrauterina y del 43% a nivel intratubal, con concentraciones similares de
espermatozoides para los tres sitios de 1A (Toshihiko Tsutsui 2006). Para felinos silvestres
existen reportes de inseminacion artificial por medios quirtrgicos con la obtencién de un
cachorro (Moore et al, 1981). B.L. Dresser (1982) realiza la primera IA en una hembra de
leopardo persa (Panthera pardus saxicolor), sin realizar procedimiento quirdrgico, con la
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obtencién de un cachorro que fallece por problemas al parto (distocia). Ann M. Donoghue
(1993) realiza la 1A a través de laparoscopia en una hembra de tigre siberiano (Panthera
tigris altaica) con la obtencion de un cachorro de tigre tras 111 dias de gestacion,
demostrando la viabilidad de este sistema para la conservacion de especies a partir de
animales en cautiverio y la obtencién de descendencia genéticamente valiosa.

1.7.2.4 Recuperacion de oocitos por laparoscopiay fertilizacion
in vitro

El tratamiento con gonadotropinas exdégenas forma parte de las bases para realizar
exitosamente la recuperacion de oocitos por via laparoscopica destinados a proyectos de
fertilizacion in vitro, aunque la eficiencia varia. Estas técnicas desarrolladas en gatos
domeésticos han probado ser eficientes en la mayoria de gatos salvajes (Pope et al. 2006).
A la fecha se han podido realizar exitosamente fertilizaciones in vitro en jaguares (Lamprea
et al.), pumas (Miller et al. 1990), ocelotes (Swanson et al. 2003), tigrillos (Swanson et al.
2003), gato de geoffroy y jaguarundi (Pope et al. 1998). En el caso de los jaguares, la
estimulacién con FSH /LH porcina puede producir cerca de 25 foliculos por hembra, de los
cuales cerca del 80% son de alta calidad y son recuperables por laparoscopia. Sin
embargo las tasas de fertilizacion in vitro aiin son bajas (<25%) (Morato et al. 2000). Estos
avances han conducido a la produccion de cerca de 75 embriones de ocelotes (Leopardus
pardalis) y 50 de tigrillos (Leopardus tigrina) producto de fertilizaciones in vitro en Brasil
gue han sido criopreservados. De éstos, dos prefieces se han llevado a cabo en ocelotes
después de la transferencia de embriones descongelados (Swanson et al. 2004).

1.7.2.5 Criopreservacion y transferencia de embriones

Los estudios realizados por Pope (2000), sugieren que la Unica forma de preservar la
contribucién genética de la hembra felina es la congelacion de embriones, cuya eficacia se
ha medido en las tasas de divisién post congelacion (>70%). Aunque se ha encontrado
gue los embriones de gato doméstico no tienen dificultades para ser criopreservados, si se
ha demostrado que la viabilidad de los embriones después de ser trasferido a receptoras,
depende principalmente de las dificultades al sincronizar las hembras para lograr el
ambiente mas propicio para el reconocimiento materno del embrién por parte de la hembra
receptora (Swanson et al. 2004). Hasta el momento tal vez ésta es una de las areas menos
exploradas en el uso de herramientas biotecnolégicas aplicadas a la reproduccion. Solo se
han documentado pocos intentos de transferencia de embriones en especies de félidos
silvestres. Hasta el momento sélo se han producido camadas de ocelotes, gato salvaje
africano y caracal (Lynx caracal) (Pope et al. 2000; Swanson, 2001). Un estudio en
ocelotes, realizé monitoreo hormonal de estrogenos para detectar las diferentes fases del
ciclo estral usando protocolos de estimulacién ovarica e induccion de la ovulacion con
gonadotropinas y empleando técnicas de laparoscopia basados en estudios preliminares
en gatos domésticos. Se han producido dos prefieces con parto natural de dos camadas.
En otro ensayo en U.S.A, tres embriones de ocelotes criopreservados fueron depositados
en el oviducto via laparoscopica con el resultado de un nacimiento de un solo cachorro
(Swanson, 2001).
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1.7.2.6 Inyeccidn de espermatozoides Intracitoplasmatica (ICSI)

La inyeccién intacitoplasmatica de semen (ICSI por sus siglas en inglés) surge como
alternativa en casos de subfertilidad de machos de gatos domésticos también se ha
reportado la utilizacion de este método como modelo experimental, para aplicacion a
grandes felinos y animales en peligro de extincion, con tasas de éxito variables. En felinos
domésticos se han realizado experimentos en donde se reportan frecuencias de
fertilizacion del 58% con ICSI y en donde el 93,7% de los embriones alcanzaron la etapa
de moérula (50,8%) o blastocisto (42,9%). Y de estos embriones en etapa de mérula se
realizo un traspaso de embriones a 4 receptoras, en donde se obtuvo 3 cachorros en 2 de
las receptoras a los 66 y 67 dias de gestacion respectivamente (Pope et al 1998). También
se han realizado estudios comparativos en donde se han puesto a prueba el ICSI y la
inseminacion subzonal (SUZI por sus Siglas en Inglés), en donde se logré demostrar que
la inseminacion subzonal fue mucho mas efectiva al tener evidencias de fertilizacion en el
33% de los embriones inseminados por esta técnica, mientras que la inseminacion por ICSI
solo obtuvo un 5% de evidencias de fertilizacion. Sin embargo también se logré demostrar
gue era posible obtener embriones fértiles por cualquiera de las 2 técnicas y obteniendo
similares resultados a los obtenidos con fertilizacién in vitro (Pope et al 1995). En una
hembra de yaguarundi (Herpailurus yaguarondi), se realizé un experimento similar en
donde se pudo obtener 18 embriones en dos ocasiones, los cuales se inseminaron por
medio de esta técnica con semen fresco y congelado, posteriormente fueron implantados
en receptoras de felinos domésticos, en los cuales no se obtuvo cachorros (Pope et al
1998).

1.7.2.7 Clonacion

Después de la primera clonacion exitosa que se logra en el afio de 1997 con el nacimiento
de Dolly la oveja, la cual se logra a través de la transferencia nuclear al fusionar células
somaticas cultivadas con oocitos enucleados como recipientes. Este mismo tipo de técnica
se ha desarrollado con el fin de preservar genética de animales silvestres en peligro de
extinciéon. También se han realizado ensayos con transferencias nucleares interespecies,
utilizando como recipientes, oocitos de especies distintas a las que se desea “clonar”. Este
experimento ha sido exitoso al generar descendencia de gaures (Chen et al. 2002). En el
caso especifico en felinos silvestres, este proceso se ha realizado con éxito en el gato
africano salvaje africano (Felis silvestris libica). Decidio realizarse transferencia nuclear
partiendo de ADN somaético de gato africano salvaje y utilizando oocitos de gato doméstico
como recipiente. Se logré demostrar que era posible la generaciéon de embriones a partir
de ADN de gato salvaje africano y en el cual se realizaron transferencias de estos
embriones a hembras sincronizadas, pero que después de 67 dias no se obtuvo cria
alguna (Gomez et al. 2003). Sin embargo Gomez et al. (2004) reporté el nacimiento de los
primeros clones de gatos silvestres africanos donde por medio del método de transferencia
nuclear de células somaticas de un ejemplar macho de gato silvestre africano a oocitos
de gatas domésticas como fue descrito anteriormente, y después de ser gestados en
hembras recipientes se obtuvieron 17 cachorros de los cuales solo sobrevivieron dos
ejemplares. En dicho estudio se pudo demostrar que los cachorros fueron clones del
donante gracias a andlisis de ADN empleando microsatélites.
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2. Capitulo 2

Analisis demografico y de manejo reproductivo de
jaguares (Panthera onca) cautivos en parques
zooldgicos de Colombia a partir de registros.

Resumen

Por primera vez en Colombia se realiz6 la construccion del Studbook Regional para
Jaguares (Panthera onca) (n=38) por medio del programa (SPARKS). El objetivo de éste
proyectofue realizar una analisis demogréfico, genético y reproductivo de la poblacion de
jaguares cautivos a partir de registros por medio del programa Population Managment 2000
(PM 2000). Se obtuvo el censo de los animales que han estado presentes en las
colecciones zoolégicas de Colombia desde el afio de 1970 hasta el afio 2009. Se
estableci6 la distribucion de los ejemplares vivos en la actualidad por clases de edades.
Se obtuvieron las caracteristicas demogréficas para las poblaciones actuales y
poblaciones modelos de jaguares machos y hembras; también se construy6 la tabla de
vida para machos y hembras. En el analisis genético, a partir de los registros, se calcularon
las estadisticas poblacionales. Se encontré que en la poblacién se encuentran 2 nuevos
posibles fundadores potenciales (n=2). Se realizaron las proyecciones reproductivas para
un tiempo de 5, 10, 15 y 20 afios con el fin de incrementar la pobalcién de 25 individuos a
40. Se realiz6 la seleccion de apareamientos empleando el valor de la media de parentesco
MK, y la ubicacién geografica. Se realizé una propuesta de meta poblacional para los
jaguares en Colombia de conservar el 90% de la diversidad genética durante un periodo
de 100 afios, teniendo en cuenta las siguientes variables: Tiempo generacional (T =12),
Tasa de crecimiento poblacional (A= 1.02), Tamafio poblacional actual (N =25), Numero
efectivo poblacional actual (Ne =6.5), Relacion Ne/N (0.26), Diversidad genética actual
(GD =0.78), Poblacién maxima permitida (n=40), Poblacion requerida para alcanzar metas
(n=37), FGE reclutado por cada nuevo fundador (FGE =0.4). El plan de manejo poblacional
para el jaguar (Panthera onca) en parques zooldgicos de Colombia fue propuesto
estableciendo metas de manejo poblacional para los siguientes 100 afios.

Palabras claves: Jaguar, Panthera onca, Studbook, demografia, Zoolégicos, Colombia
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Abstract

The Regional Studbook for Jaguars (Panthera onca) (n=38) was constructed using the
software SPARKS for the first time in Colombia. The objective of this project was to analyze
the demographic and reproductive status of captive jaguars in Colombia. The studbook
data were analyzed by the software population management 2000 (PM2000). The census
of the animals that had been present in the zoological collections of Colombia from the year
of 1970 until the year 2009 was collected. The distribution of the living animals by age
classes was established and the demographic characteristics were obtained for the current
population and model population of male and female jaguars, as well as the life table for
males and females. The reproductive projections were obtained for 5, 10, 15 and 20 years
in order to increase the captive population from 25 individuals to 40. The selection of
matings was based on the Mean KINSHIP (MK) value, and the geographical location. It is
presented the population goals for the jaguars in Colombia to conserve 90% of the genetic
diversity during a 100 year period, for the variables: Generational Time (T =12), populational
growth rate (A = 1.02), current populational size (N =25), current populational effective
Number (Ne =6.5), Relationship (Ne/N =0.26), current genetic Diversity (GD =0.78),
allowed maximum Population (n=40), required Population to reach goals (n=37), FGE
recruited by each new founder (FGE =0.4). The population management plan for the Jaguar
(Panthera onca) in Colombia was proposed for the Colombian Zoological Parks
establishing population management goals for the next 100 years.

Key words: Jaguar, Panthera onca, Studbook, demography, Zoological parks, Colombia
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2.1 Introduccidén

Los jaguares de Colombia se encuentran catalogados como una especie amenazada. Se
encuentran en el Apéndice | de la Convencion Internacional para el Comercio y Tratado de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora —CITES-, acogida por el Gobierno colombiano
mediante la Ley 17 de 1981. En este apéndice figuran las especies de animales y plantas
sobre las que pesa un mayor peligro de extincion, y sobre las que generalmente se prohibe
el comercio internacional de especimenes, salvo cierto trafico legal bajo condiciones
excepcionales. Adicionalmente se encuentra en las listas rojas de la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza y Recursos Naturales (International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources) (IUCN) (IUCN, Red List 2011).

El mantenimiento de poblaciones genéticamente viables cautivas de especies en peligro o
amenazadas ha sido desde los afios 80 un objetivo primordial de los zoolégicos a nivel
mundial. Asi, uno de los principales objetivos de los programas de preservacion de
animales presentes en los parques zoolégicos es el establecimiento de poblaciones auto
sostenibles, particularmente de animales amenazados o en peligro, manteniendo altos
estdndares en cuanto a bienestar animal y manejo adecuado, realizando estudios
aplicados como lo son los estudios demogréficos, genéticos y reproductivos destinados a
fortalecer los programas de cria en cautiverio. Esta es la base para la realizacion e
implementacion de los “Planes de Supervivencia de Especies” (Species Survival Plans)
gue buscan tener poblaciones cautivas con alta variabilidad genética, bajas tasas de
consanguinidad y establecimiento de programas que favorezcan el mantenimiento de
poblaciones viables en cautiverio. (Ballou et al., 1996)

En general, el SSP intenta mantener tanta diversidad genética como sea posible, fijando
como objetivo razonable el mantener el 90% de esa variabilidad durante un periodo de 100
0 200 afios mediante la realizacién de analisis demograficos, genéticos y reproductivos en
una poblacion en cautiverio. De esta manera se pueden establecer metas de manejo
poblacional que permitan la auto-sostenibilidad de las poblaciones cautivas dandole las
facultades como modelo investigativo para que éstas sean consideradas como un
reservorio genético invaluable a nivel -ex situ- para que contribuya a la conservacion de
las especies en las areas de distribucion naturales. Sin embargo en Colombia aunque la
comunidad cientifica acepta que la conservacion ex situ es un factor determinante a futuro
y que contribuye positivamente a la conservacion in situ, alin no se ha realizado un analisis
detallado sobre el manejo de poblaciones cautivas de grandes carnivoros como lo es el
caso del jaguar.

Por consiguiente sigue abierto el interrogante: -;,Como se debe realizar un plan de
conservacion ex situ para el jaguar en Colombia que garantice la sostenibilidad de la
poblacion a través del tiempo tanto a nivel genético como reproductivo?-. Para responder
esta pregunta es necesario seguir una ruta critica que se inicia con la construccion del libro
de registro para la especie denominado internacionalmente como Studbook, que en este
caso seria denominado Studbook regional de jaguares para Colombia, en el cual es
consignada toda la informacion concerniente a cada animal presente en una coleccion
zooldgica desde su nhacimiento o entrada a la institucion hasta su destino final ya sea por
muerte natural, eutanasia o por reintroduccion a la vida silvestre.

Una vez realizado el studbook, es posible proponer un plan de manejo poblacional para la
especie que se basa en tres andlisis: 1. Analisis demografico, 2. Analisis genético, y 3.
Andlisis reproductivo. Asi, los parques zool6gicos del pais podran en primer lugar
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comprender a profundidad el alcance y la proyeccién del mantenimiento sostenible de sus
poblaciones cautivas como reservorio de material genético variable y con un alto potencial
reproductivo, y en segundo lugar que al contar con las herramientas desarrolladas puedan
participar activamente en los programas nacionales de conservacion para la especie,
planteando recomendaciones y soluciones frente al problema de la extincion de los
animales en sus habitats naturales. Por lo tanto, la caracterizaciébn demografica y genética
de la poblacion es fundamental para la implementacién de un plan de manejo poblacional
gue proveera las herramientas necesarias para establecer un programa de conservacion
ex situ sostenible para el jaguar en los parques zooldgicos de Colombia.

2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Coleccion de datos

Se realizé la construccioén del Studbook Regional de Jaguares (Panthera onca) (n=40) para
Colombia por medio del programa Single Population Analysis and Record Keeping System
(SPARKS) desarrollado por el International Species Information System (ISIS) y se
organizé por niumero de Studbook asignado para cada animal, este nimero comienza con
el prefijo T el cual significa temporal mientras cada animal recibe un niamero o cédigo
definitivo en el Studbook Internacional para la especie. Para este proposito se contactaron
todos los diferentes parques zoologicos del pais, pertenecientes a ACOPAZOA
(Asociaciéon Colombiana de Parques Zoolégicos y Acuarios) (Tabla 1). Se recopilé la
informacion de los registros de los ultimos 30 afios encontrados en los parques zooldgicos
por medio de una encuesta donde se consigné toda la informacion general y médica de
los ejemplares en 8 instituciones pertenecientes a la asociacién. La encuesta para la
construccion del Studbook Regional de Jaguares (Panthera onca) para Colombia estuvo
compuesta por las siguientes variables: 1. Especie, 2. NUmero de Registro, 3. Tipo de
Marca o ldentificacion (Tatuaje, Chip, Otro), 4. Localizaciéon del Marcaje, 5. Niumero de
Marcaje, 6. Caracteristicas Individuales, 7.Nombre del Animal, 8. Sexo, 9. Estado
Reproductivo, 10. Procedencia (Vida Silvestre, Cautiverio), 11. Institucién de procedencia
(si fue trasladado), 12. Fecha de nacimiento, 13. Tipo de crianza, 14. Edad (estimada en
caso de ser necesario), 15. Fecha de ingreso a la coleccion, 16. Institucion del padre
(zooldgico, vida silvestre, desconocido), 17. Identificacion del padre, 18. Institucion de la
madre (zooldgico, vida silvestre, desconocido), 19. Identificacién de la madre, 20. Fecha
de egreso de la institucién (causa: muerte/ traslado/liberado), 21. Institucién receptora (en
caso de traslado), 22. Lugar (en caso de liberacién), y 23. Observaciones.

2.2.2 Analisis de datos

Una vez recopilada la informacién se procedié a ingresar cada registro en SPARKS donde
se realiz6 el andlisis preliminar, posteriormente la informacién fue exportada al programa
Population Managment 2000 (PM 2000) con el fin de llevar a cabo el analisis demografico
en el que se evaluaron: censo, distribucidén por sexo y por edades, tasa de fecundidad la



23

cual provee informacion relevante en cuanto al momento en que ocurre la primeray Ultima
reproduccién asi como el momento de maxima reproduccion, tasa de supervivencia la cual
es calculada a partir de la probabilidad que un individuo de la clase de edad (x) llegue con
vida a la siguiente clase de edad, tasa de sobrevivencia la cual es calculada a partir de la
probabilidad que un individuo sobreviva a la clase de edad (X), expectativa de vida media
la cual se calcula a partir del promedio de afios de vida restante que un individuo en una
clase de edad (x) puede alcanzar y por ultimo la tasa de mortalidad, la cual corresponde
a la proporcion de individuos que mueren durante una clase de edad (x). Una vez obtenida
esta informacion se llevaron a cabo las proyecciones reproductivas de la poblacién tanto
para los machos como para las hembras, se realiz6 la seleccion de apareamientos y se
establecieron las metas poblacionales con el fin de mantener el 90% de la diversidad
genética en un periodo de 100 afos. (Lacy et al, 2002; Pollak et al, 2005)

Tabla 1. Lista de instituciones zooldgicas pertenecientes a la Asociacion Colombiana de Parques
Zoologicos y Acuarios (ACOPAZOA).
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2.3 Resultados

2.3.1 Analisis demografico

Studbook

Cada jaguar fue rastreado hasta el punto de determinar su origen. Se presenta el sexo, la
fecha de nacimiento, el origen de los padres el cual puede ser silvestre, de una pareja con
nameros temporales asignados o desconocidos. Se presentan los eventos mas relevantes
en la vida del ejemplar como nacimiento, transferencias, préstamos y muerte con su
respectiva ubicacién y fecha de ocurrencia de los eventos, si ésta es estimada en afos,
meses y dias aparece el prefijo (~) (Tabla 2).

Tabla 2.Studbook regional de Jaguares (Panthera onca) para Colombia

Studbook Regional de Jaguares (Panthera onca) para Colombia

Stud Sexo Fe?“‘?‘ de Afio Padre Madre Evento Ubicacion Dia Mes Afio
# Nacimiento

T1 M = 1967 SILVESTRE SILVESTRE Captura ANTIOQUIA = 1967

Transferencia SANTAFE = 1968

Muerte = 1990

T2 H ~ 1967 SILVESTRE SILVESTRE Captura ANTIOQUIA ~ 1970

Transferencia SANTAFE ~ 1971

Muerte ~ 1990

T3 M = 1979 T1 T2 Nacimiento SANTAFE = 1979

Transferencia SANTACRUZ = 1980

Muerte = 2005

T4 H ~ 1979 T1 T2 Nacimiento SANTAFE ~ 1979

Transferencia SANTACRUZ ~ 1983

Prestamo CALI ~ 2003

Muerte CALI ~ 2004

T5 M = 1975 SILVESTRE SILVESTRE Captura COLOMBIA = 1975

Transferencia SANTACRUZ = 1977

Muerte = 2006

T6 H ~ 1975 SILVESTRE SILVESTRE Captura COLOMBIA ~ 1975

Transferencia SANTACRUZ ~ 1976

Muerte ~10 May 2008

T7 M ~29 Nov 1994 T5 T6 Nacimiento SANTACRUZ ~29 Nov 1994

T8 H ~29 Apr 1996 T5 T6 Nacimiento SANTACRUZ ~29 Apr 1996

T9 H ~29 Apr 1996 T5 T6 Nacimiento SANTACRUZ ~29 Apr 1996

Transferencia JAIME DUQUE = 2000

T10 H ~2Jan 2000 T3 T6 Nacimiento SANTACRUZ ~2 Jan 2000

T11 M = 1996 T5 T6 Nacimiento SANTACRUZ = 1996

Transferencia PISCILAGO =205 Dec 1997

Muerte ~30 Apr 2004

T12 H ~ 1996 T3 T6 Nacimiento SANTACRUZ ~ 1996

Transferencia PISCILAGO ~1 Mar 1998

T13 H ~ 4 Mar 1999 T11 T12 Nacimiento PISCILAGO ~4 Mar 1999

T14 H ~ 4 Mar 1999 T11 T12 Nacimiento PISCILAGO ~4 Mar 1999

Transferencia MATECANA ~15 Jan 2001

Muerte ~ 2007

T15 H = 1998 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento MATECARNA = 1998

T16 M ~ 1998 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento MATECANA ~ 1998

T17 M = 1998 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Captura MATECANA = 1998

T18 M ~ 1998 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento MATECANA ~ 1998

T19 H = 1998 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento MATECANA = 1998

T20 M ~ 2000 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento AMAZONASC ~ 2000

Transferencia PISCILAGO ~6 Aug 2007

T21 H ~9 Aug 2003 T22 T35 Nacimiento SANTAFE ~9 Aug 2003

T22 M ~15 Jun 1997 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento ANTIOQUIA ~15 Jun 1997

Transferencia SANTAFE ~16 Jun 1997

T23 H = 1990 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE = 1990

Muerte = 2006

T24 H ~ 1986 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE ~ 1986
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Muerte ~ 2006

T25 H = 2000 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE = 2000
Transferencia ~9 Aug 2003

T26 M ~15 Jun 1994 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE ~15 Jun 1994
Transferencia ~16 Mar 2001

T27 M = 1992 SILVESTRE SILVESTRE Captura COLOMBIA = 1992
Transferencia JAIME DUQUE = 1993

T28 M ~22 Jun 2002 T27 T9 Nacimiento JAIME DUQUE ~22 Jun 2002
T29 M = 2000 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento MATECANA = 2000
Transferencia META =3 Jul 2003

T30 H ~ 2000 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento MATECANA ~ 2000
Transferencia OCARROS ~3 Jul 2003

T31 H = 2004 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento OCARROS = 2004
T32 M ~1Jul 1991 SILVESTRE SILVESTRE Captura COLOMBIA ~1 Jul 1991
Transferencia BARRANQULLA ~ 1992

T33 H ~1Jul 1990 SILVESTRE SILVESTRE Captura COLOMBIA =il Jul 1990
Transferencia BARRANQULLA = 1991

T34 H ~11 May 1997 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTACRUZ ~11 May 1997
Transferencia BARRANQULLA ~20 Jul 1999

T35 H = 2000 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE = 2000
Transferencia ~16 Mar 2001

T36 M ~15 Jun 1980 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTACRUZ ~15 Jun 1980
Transferencia SANTAFE ~29 Jun 1990

Muerte ~3 Jan 2003

137 M = 1990 | DESCONOCIDO | DESCONOCIDO Nacimiento | PESCQNOCID = 1990
Muerte SANTAFE =&il May 2002

T38 M ~ 1990 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE ~ 1990
Muerte ~10 Jan 2002

Distribucién por sexo, edad y fenotipo

Segun los datos registrados en el studbook regional de jaguares para Colombia en el afio
2009, la poblacién de jaguares vivos (n=25) (Tabla 1) estaba compuesta por un 44% de
machos (n=11) y un 56 % de hembras (n=14). En cuanto al fenotipo se encontré que el
80% de la poblacion correspondia a ejemplares de fenotipo moteado (n=20) y el 20% de
los individuos corresponde a ejemplares hembras de fenotipo melanico (n=5). Se encontr6
gue la poblacion esta compuesta, a nivel reproductivo, por hembras enteras (100%),
machos enteros (81.8%) (n=9) y machos vasectomizados (18.2%) (n=2). Asi, la relacion
de machos y hembras esta en el orden de 3 hembras por cada 2 machos enteros. En
cuanto a la relacion de machos/hembras/edad se obtuvo la distribucion de los ejemplares
vivos en la actualidad (n=25) por sexo y por edades (Tabla 3), donde se encontré que el
76% de la poblacién se encuentra ubicado entre los 9 y 16 afios de edad. Las lineas rojas
muestran la tendencia de la distribucion de las edades estable; una distribucién de edades
estable es el promedio del nimero de animales en cada clase de edad que se esperarian
si las proporciones de la tabla de vida hubieran sido constantes en el tiempo (Hardy, 1908;
Caughley, 1977) y éstas se definen por la tasa de supervivencia para cada edad
presentada en la tabla de vida por sexo. La distribucion por sexo y por edades se determina
con los nimeros actuales, y la distribucion de edades esperadas con los nimeros estables.
En la poblacion en estudio las lineas de tendencia estable muestran una estructura de tipo
romboide la cual se caracteriza en las poblaciones con ausencia de individuos jévenes,
un gran numero de individuos en edades medias y pocos en edades avanzadas (Figura
1).
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Tabla 3. Distribucion actual y estable de machos y hembras por edades

MACHOS HEMBRAS
Edad (afos) Actual Estable Actual Estable

0 0 0,25 0 0,4
1 0 0,27 0 0,42
2 0 0,28 0 0,44
3 0 0,29 0 0,46
4 0 0,31 0 0,49
5 0 0,33 0 0,51
6 0 0,34 1 0,54
7 0 0,36 1 0,56
8 1 0,38 0 0,59
9 0 0,4 0 0,62
10 2 0,42 4 0,65
11 0 0,45 1 0,68
12 3 0,47 2 0,71
13 1 0,49 1 0,73
14 0 0,52 3 0,76
15 1 0,54 0 0,77
16 1 0,56 0 0,76
17 0 0,57 0 0,73
18 1 0,58 0 0,69
19 1 0,57 0 0,63
20 0 0,55 1 0,54
21 0 0,5 0 0,42
22 0 0,43 0 0,32
23 0 0,35 0 0,23
24 0 0,28 0 0,15
25 0 0,21 0 0,09
26 0 0,15 0 0,05
27 0 0,08 0 0,03
28 0 0,04 0 0,01
29 0 0,02 0 0,01
30 0 0,01 0 0
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DISTRIBUCION DE JAGUARES POR
EDAD Y SEXO

w= Machos Actual === Hembras Actual

Machos Estable - Hembras Estable

Figura 1. Distribucién de jaguares (Panthera onca) vivos por sexo, edad y numero de individuos 2009.
En ésta figura se muestran a los machos en el eje Y superior y a las hembras en el eje Y inferior y las
diferentes clases de edades en el eje X. Cada barra muestra una clase de edad que difiere de la otra en
un afio y muestra el numero de individuos por cada afio de edad. Las lineas muestran la tendencia
estable de la distribucion de las edades.
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Censo

Se obtuvo el censo total y el censo comparado de la poblacion de jaguares que han
ingresado provenientes de vida silvestre y los que han nacido en cautiverio a través del
tiempo (Tabla 4). Se encontré un incremento poblacional general mas notable en los
jaguares machos que en las hembras, al inicio del afio de 1990 hasta el afio 2000, a partir
de éste afo se puede apreciar un descenso del niumero poblacional principalmente en el
grupo de los machos (Figura 2). También se presenta el censo total de ejemplares tanto
de machos como de hembras a través del tiempo donde se observa que el incremento
poblacional se debe principalmente al nacimiento de animales cautivos, mientras que el
ndmero de individuos provenientes de vida silvestre se mantiene constante y se observa
un descenso poblacional a partir del afio 2000 (Figura 3).

Tabla 4. Censo de la poblaciéon de Jaguares (Panthera onca) cautivos en Colombia 1970-2009

Afio | Total | Machos | Hembras Nacido en Vida Silvestre | Nacido en Cautiverio
acumulado acumulado
1970 2 1 1 2 0
1971 2 1 1 2 0
1972 2 1 1 2 0
1973 2 1 1 2 0
1974 2 1 1 2 0
1975 4 2 2 4 0
1976 4 2 2 4 0
1977 4 2 2 4 0
1978 4 2 2 4 0
1979 6 3 3 4 2
1980 7 4 3 4 3
1981 7 4 3 4 3
1982 7 4 3 4 3
1983 7 4 3 4 3
1984 7 4 3 4 3
1985 7 4 3 4 3
1986 8 4 4 4 4
1987 8 4 4 4 4
1988 8 4 4 4 4
1989 8 4 4 4 4
1990 10 5 5 3 7
1991 11 6 5 4 7
1992 12 7 5 5 7
1993 12 7 5 5 7
1994 14 9 5 5 9
1995 14 9 5 5 9
1996 18 10 8 5 13
1997 20 11 9 5 15
1998 25 14 11 5 20
1999 27 14 13 5 22
2000 33 16 17 6 27
2001 33 16 17 6 27
2002 32 15 17 6 26
2003 32 14 18 6 26
2004 31 13 18 6 25
2005 30 12 18 6 24
2006 27 11 16 5 22
2007 26 11 15 5 21
2008 25 11 14 4 21
2009 25 11 14 4 21
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Figura 2. Censo de jaguares (Panthera onca) cautivos machos, hembras y totales 1970-2010
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Figura 3. Censo comparativo de jaguares (Panthera onca) nacidos en vida silvestre
vs. Cautiverio 1970-2010
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Caracteristicas demogréaficas

Las caracteristicas demograficas para las poblaciones actuales y poblaciones modelos de
jaguares machos y hembras en Colombia estan compuestas por el calculo de la proporcién
de crecimiento demogréfico anual comparado con el afio inmediatamente anterior y es
denotado por lambda (A) y/o por la reduccién demogréafica r = (1- A) para una poblacién
bajo condiciones estables. Se encontré que la poblacion actual representa el 98% de la
poblacion del afio inmediatamente anterior (A= 0,9876) y que ésta ha decrecido en 1,3%
r=-0.0124. El tiempo generacional (T), tiempo transcurrido entre el primer evento
reproductivo de una generacién y de la siguiente (Pollack et al, 2005) o el promedio de
edad en el que un padre prduce descendencia (Hedrick, 1983), se encontré que es mayor
para las hembras T=18,21 afios que para los machos T= 17,46 afios. De esta forma
incluyendo estas variables y teniendo en cuenta el nimero actual de machos y hembras
(N) se puede estimar el nimero proyectado de machos y hembras a veinte afios (N20).
En cuanto a la poblacién modelo sin involucrar manejo reproductivo los datos muestran
que habria un descenso de la poblacién de machos en un 7% (A= 0.9313, r=-0.0712) y de
hembras en un 3.3% (A= 0.9667, r-0.03380), asi como un incremento del tiempo
generacional tanto para los machos (T=20.64) como para las hembras (T=21.92). También
se encontrd que el nimero estimado proyectado de machos y hembras a veinte afios (N20)
seria de 2.65 machos y 7.1 hembras (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas demogréficas para la poblacidn actual de jaguares y poblacion modelo

MACHOS HEMBRAS
POBLACION POBLACION POBLACION POBLACION

ACTUAL MODELO ACTUAL MODELO
A 0.9876 0.9313 0.9917 0.9667
r -0.0124 -0.0712 -0.0124 -0.03380
T 17.46 20.64 18.21 21.92
N 11 11 14.00 14.00

N20 8.58 2.65 11.86 7.11

A = Lambda, r= (1- A), T= Tiempo generacional, N= nimero poblacional, N20=nimero estimado a 20 afios

Tasas poblacionales

Las tasas poblacionales tanto para machos como para hembras segun la edad se
presentan en la tabla de vida (Caughley, 1977) (Tabla 6). En ésta, se presentan los
resultados obtenidos de los célculos ajustados para las tasas de fecundidad (Mx),
supervivencia (Px), sobrevivencia (Lx), expectativa de vida media (Ex), tasa de mortalidad
(Qx), riesgo de mortalidad y riesgo de fecundidad. El nimero en riesgo es usado para
calcular las tasas de fecundidad y mortalidad dividiendo el nUmero de nacimientos y
muertes que ocurren durante una clase de edad (x) por el nUmero de animales en riesgo
de morir o de reproducirse durante esa clase de edad ( Pollak et al, 2005).
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Tabla 6. Tabla de vida para jaguares machos y hembras.

MACHOS HEMBRAS
Edad Tasa de TST aedr-e Sobre- Tasade "Riesgo Tasade TST ae(:-e Sobre- Tasa de
~ Mortalidad X P . . i Fecundi- g Riesgo (Mx) Mortali-dad X P . . o . Riesgo (Qx) Riesgo (Mx)
(Anos) "Ox" vivencia vivencia "IX dad "Mx" (Qx) "Ox" vivencia vivencia "Lx' Fecundidad Mx
"Px" "Px"

0 0 1 1 0 17 17 0 1 1 0 19 19
1 0 1 1 0 17 17 0 1 1 0.05 19 19
2 0 1 1 0.06 17.4 17.4 0 1 1 0 19 19
3 0 1 1 0 18 18 0 1 1 0.03 19.6 19.6
4 0 1 1 0 18 18 0 1 1 0 19.4 19.4
5 0 1 1 0 18 18 0 1 1 0 18.3 18.3
6 0 1 1 0.03 17.4 17.4 0 1 1 0.03 18 18
7 0.06 0.94 1 0 17 16.9 0 1 1 0 18 18
8 0 1 0.94 0 14.9 14.9 0.06 0.94 1 0 16.2 15.4
9 0 1 0.94 0 14 14 0 1 0.94 0 12.7 12.7
10 0 1 0.94 0.04 12.3 12.3 0 1 0.94 0 10.9 10.9
11 0.19 0.81 0.94 0 10.4 10 0 1 0.94 0 8.9 8.9
12 0 1 0.761 0.13 8 8 0 1 0.94 0.14 7.1 7.1
13 0 1 0.761 0 7.9 7.9 0 1 0.94 0 6 6
14 0 1 0.761 0 6.4 6.4 0 1 0.94 0 6 6
15 0 1 0.761 0 6 6 0 1 0.94 0 6 6
16 0 1 0.761 0 5.4 54 0.17 0.83 0.94 0 6 5
17 0 1 0.761 0 4.4 4.4 0 1 0.78 0 5 5
18 0 1 0.761 0.13 4 4 0 1 0.78 0 4.4 4.4
19 0 1 0.761 0.13 4 4 0 1 0.78 0.13 4 4
20 0 1 0.761 0.38 4 4 0.25 0.75 0.78 0.33 4 3
21 0 1 0.761 0.13 4 4 0 1 0.585 0.17 3 3
22 0.25 0.75 0.761 0 4 3.6 0 1 0.585 0.17 3 3
23 0.33 0.67 0.571 0 3 2 0.33 0.67 0.585 0 3 25
24 0 1 0.383 0 2 2 0 1 0.392 0.25 2 2
25 0 1 0.383 0 2 2 0.5 0.5 0.392 0 2 1
26 0.5 0.5 0.383 0 2 11 0 1 0.196 0 1 1
27 0 1 0.191 0 1 1 0 1 0.196 0 1 1
28 0 1 0.191 0 1 1 0 1 0.196 0 1 1
29 0 1 0.191 0 1 1 0 1 0.196 0 1 1
30 0 1 0.191 0 1 1 0 1 0.196 0 1 1
31 1 0 0.191 0 1 0 0 1 0.196 0 1 1




32

e Tasade fecundidad

La tasa de fecundidad es un reflejo de la fertilidad de la poblacién. Provee informacion
relevante en cuanto al momento en que ocurre la primera y Ultima fertilizacion asi como el
momento de méxima fertilidad (Lacy, 2002; Albers, 2005; Wilcken et al. 2005). Se
presentan los valores reales graficados en lineas azules y la linea de tendencia en rojo,
mostrando en los machos que el primer evento reproductivo con fecundacién ocurre a los
2 afos de edad y el ultimo a los 22 afios; también se observa que el momento de maxima
reproduccion ocurre entre los 16 y los 23 afios (Figura 4). En cuanto a las hembras el
primer evento reproductivo fértil también ocurrié a los 2 afios, el Ultimo a los 24 afios vy el
momento de maxima reproduccién ocurre entre los 17 y 25 afios. (Figura 5). La linea roja
muestra los datos de tendencia estimados para la poblacion modelo después de que los
datos actuales han sido suavizados el cual es el proceso de de eliminar picos extremos
en series de datos, en el cual se reemplazan cada punto con la media del valor predecesor
y del nimero siguiente. Dicho procedimiento puede ser realizado mdultiples veces y segun
el nimero de veces realizado se denota 1x, 2x...etc. (Pollak et al, 2005)

TASA DE FECUNDIDAD MACHOS

5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

EDAD

ACTUAL MODELO

Figura 4. Tasa de Fecundidad (Mx) Actual vs Modelo jaguares machos.
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TASA DE FECUNDIDAD HEMBRAS

5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

EDAD

ACTUAL MODELO

Figura 5. Tasa de Fecundidad (Mx) Actual vs Modelo jaguares hembras.

e Tasade supervivencia

La tasa de supervivencia es la probabilidad de que un individuo de la clase de edad (x)
llegue con vida a la siguiente clase de edad (x+1). Se obtuvo la supervivencia tanto para
los machos como para las hembras (Lacy, 2002; Albers, 2005; Wilcken et al. 2005). Se
presentan los valores reales graficados en lineas azules y las linea de tendencia en rojo,
mostrando en los machos que a partir de los 16 afios de edad, la probabilidad de
supervivencia es diferente de 1, cerca de los 22 afios (P2.=0,5) solo el 50% de los animales
pasaran a la siguiente clase de edad y después de los 3lafios (P31=0) no se esperan
supervivientes (Figura 6). En cuanto a las hembras se encontrd que a partir de los 14 afios
de edad la probabilidad de supervivencia es menor de 1y continGa en forma decreciente;
cerca de los 24 afos (P24=0,5), solo el 50% de los animales pasaran a la siguiente clase
de edad y después de los 32 afios (P32=0) no se esperan supervivientes La linea verde
muestra los datos de tendencia estimados para la poblacién modelo después de que los
datos actuales han sido suavizados 1x (Figura 7).
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TASA DE SUPERVIVENCIA MACHOS

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Edad

ACTUAL MODELO

Figura 6. Tasa de supervivencia (Px) Actual vs Modelo jaguares machos.

TASA DE SUPERVIVENCIA HEMBRAS

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
EDAD

ACTUAL MODELO

Figura 7. Tasa de supervivencia (Px) Actual vs Modelo jaguares hembras.
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e Tasa de sobrevivencia

Es la probabilidad de que un individuo sobreviva a la clase de edad x, la sobrevivencia a
la edad 0 esta definida como L(0) = 1 (Lacy, 2002; Albers, 2005; Wilcken et al. 2005). Se
obtuvo la sobrevivencia tanto para los machos como para las hembras. Se presentan los
valores reales graficados en lineas azules y la linea de tendencia en rojo. En los machos,
la sobrevivencia disminuye a partir de los 7 afios y ninguno ha sobrevivido después de los
32 afios (Ls2=0) (Figura 8). En cuanto a las hembras, la disminucion de la tasa de
sobrevivencia ocurrié después de los 8 afios, y ninguna ha sobrevivido después de los 33
afos (Ls3=0) (Figura 9). También se presenta las tasas de sobrevivencia comparada entre
machos y hembras en la cual se observa que la sobrevivencia de los machos es
ligeramente mayor entre los afios 15 y 29 afios (Figura 10). La linea roja muestra los datos
de tendencia estimados para la poblacion modelo después de que los datos actuales han
sido suavizados 1x

TASA DE SOBREVIVENCIA MACHOS

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
EDAD

ACTUAL MODELO

Figura 8. Tasa de sobrevivencia (Lx) Actual vs Modelo jaguares machos.
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TASA DE SOBREVIVENCIA HEMBRAS

1 3 5 7 9 11131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35
EDAD
ACTUAL MODELO

Figura 9. Tasa de sobrevivencia (Lx) Actual vs Modelo jaguares hembras.

TASA DE SOBREVIVENCIA DE
JAGUARES HEMBRAS Y MACHOS

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
EDAD
MACHOS (Lx) HEMBRAS (Lx)

Figura 10. Tasa de sobrevivencia (Lx) jaguares machos vs hembras.
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e Expectativa de vida media

La expectativa de vida media es el promedio de afios de vida restante que un individuo en
una clase de edad (x) puede alcanzar (Lacy, 2002; Albers, 2005; Wilcken et al. 2005). Se
calculd la expectativa de vida media tanto para los machos como para las hembras. Se
presentan los valores graficados para los machos en lineas azules y para las hembras en
rojo, mostrando que la expectativa de vida media en los hembras es menor que para los
machos en los primeros 24 afios de vida. Se puede observar que a los 10 afios de vida,
la vida restante esperada para las hembras es de 10 afios mientras que para los machos
es cercana a 12 afos; después de los 20 afios la expectativa de vida restante tanto para
machos como para hembras es menor a 5 afios (Figura 11).

EXPECTATIVA DE VIDA MEDIA
JAGUARES HEMBRAS Y MACHOS

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
EDAD

Ex MACHOS Ex HEMBRAS

Figura 11. Expectativa de vida media (Ex) jaguares hembras y machos.
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e Tasa de mortalidad

La tasa de mortalidad (Qx) es la proporcién de individuos que mueren durante una clase
de edad (x). Es calculada a partir del nimero de animales que murieron en una clase de
edad (x) dividido por el numero de animales que se encontraban vivos al inicio de la misma
clase de edad y es inversamente proporcional a la tasa de supervivencia (Lacy, 2002;
Albers, 2005; Wilcken et al. 2005). Se calcul6 la tasa de mortalidad tanto para los machos
como para las hembras. Se presentan los valores reales graficados en lineas azules y las
linea de tendencia en rojo, mostrando en los machos que la tasa de mortalidad es del 5%
a partir de los 7 afios (Q;=0,05), 35% entre los 21 y los 24 (Q21-24=0,35), 50% entre los 25
y los 27 (Q21-24=0,5), y 100% después de los 30 afios (Qso=1) (Figura 12). En cuanto a las
hembras la tasa de mortalidad es del 3% a partir de los 8 afios (Qs=0,03), 20% a los 16
anos (Q16=0,2), 30% a los 20 afios (Q20=0,3), 38% entre los 22 y los 24 afos (Q22-24=0,38),
50% entre los 24-26 (Q24-26=0,5) y 100% después de los 31 (Qs1=1) (Figura 13).

TASA DE MORTALIDAD
JAGUARES MACHOS

1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35

EDAD
ACTUAL MODELO

Figura 12. Tasa de Mortalidad (Qx) Actual vs Modelo jaguares machos.
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TASA DE MORTALIDAD
JAGUARES HEMBRAS

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
EDAD

ACTUAL MODELO

Figura 13. Tasa de Mortalidad (Qx) Actual vs Modelo jaguares hembras.

El valor reproductor es una medida sobre el nimero de descendientes del mismo sexo que
animales de edades especificas pueden esperar para producir durante el remanente de su
tiempo de vida. El valor reproductor mide un promedio de expectativa (Wilcken et al, 2005).
En éste caso sobre el nimero esperado de descendientes el afio actual y en afios futuros
por un animal de clase de edad (x) (Pollak et al, 2005). En éste estudio se encontré que el
valor reproductor de las hembras tiende a ser mayor entre los 15 y 23 afios. Por lo tanto
se esperaria que la reproduccion de los jaguares después del afio 23 de vida dificilmente
se lleve a cabo (Figura 14).



40 Caracterizacién genética y reproductiva de jaguares (Panthera onca) en cautiverio en

parques zooldgicos de Colombia

VALOR REPRODUCTOR JAGUARES HEMBRAS
Y MACHOS

1 3 5 7 9 11131517 19 21 23 2527 29 31 33 35
EDAD

Vx MACHOS Vx HEMBRAS

Figura 14. Valor reproductor (Vx) jaguares hembras y machos.

2.3.2 Proyecciones reproductivas para machos y hembras

Se calculé el nimero esperado de machos y hembras en un tiempo de proyeccion de 20
afios sin manejo reproductivo y se comparo la tabla de vida del ejemplar del modelo actual
con la estructura por edades de la poblacion modelo estable. Las diferencias entre las
proyecciones sin manejo y con manejo reproductivo muestran el impacto que ocurre
debido a la accion de la distribucion por las clases de edades. Se presenta la grafica de
proyecciones totales donde se incluyen tanto los machos como las hembras sin un plan de
manejo reproductivo donde se observa el descenso de la poblacibn a menos de 10
individuos teniendo en cuenta la tasa de mortalidad. Por otro lado se realizé una proyeccion
del crecimiento de la poblacién a 20 afios con manejo reproductivo incrementando el
namero actual de 25 ejemplares vivos a 40 segun la capacidad de carga en los parques
zooldgicos de Colombia y asumiendo que la proporcion de sexos de las crias al nacer es
del 50%. Estas proyecciones serian el reflejo de un manejo reproductivo constante durante
un periodo de 5, 10 15 y 20 afios (Tabla 7). A partir de esto se pudo determinar los
nacimientos que se necesitan para alcanzar el tamafio de la poblacion objetivo, el nivel de
crecimiento demografico (A) y el numero de parejas necesarias. Los resultados
encontrados determinan que para alcanzar el nUmero poblacional esperado con manejo
reproductivo durante 5 afios se necesitaria un crecimiento poblacional del 9.8% anual
(A=1.098) y se necesitarian 3.3 nacimientos al afio y 6.6 parejas para llegar a la meta
poblacional (Figura 15). Para alcanzar el ndimero poblacional esperado con manejo
reproductivo durante 10 afios se necesitaria un crecimiento poblacional del 4.8% anual
(A=1.048) y se necesitarian 2.1 nacimientos al afio y 4.2 parejas para llegar a la meta
poblacional (Figura 16). Para alcanzar el ndmero poblacional esperado con manejo
reproductivo durante 15 afios se necesitaria un crecimiento poblacional del 3.1% anual
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(A=1.031) y se necesitarian 1.7 nacimientos al afio y 3.4 parejas para llegar a la meta
poblacional (Figura 17). Para alcanzar el niumero poblacional esperado con manejo
reproductivo durante 20 afios se necesitaria un crecimiento poblacional del 2.3% anual
(A=1.023) y se necesitarian 1.5 nacimientos al afo (en otras palabras se necesitarian 3
nacimientos en 2 afios) Yy 3 parejas para llegar a la meta poblacional (Figura 18).

Tabla 7. Proyecciones parala poblacion de jaguares a 20 afios con manejo reproductivo
durante 5, 10, 15y 20 afios

Manejo Reproductivo
5 afos 10 afios 15 afios 20 afios
Crecimiento
Poblacional (A) 1,098 1,048 1.031 1.023
el ok 33 21 17 15
anuales
Parejas 6.6 4.2 3.4 3
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Figura 15. Proyecciones para la poblacidon de jaguares a 20 afios con manejo reproductivo durante 5
afos
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Figura 16. Proyecciones parala poblacién de jaguares a 20 afios con manejo reproductivo durante 10
afnos
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Figura 17. Proyecciones parala poblacion de jaguares a 20 afios con manejo reproductivo durante 15
afos
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PROYECCIONES CON MANEJO REPRODUCTIVO DURANTE
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Figura 18. Proyecciones para la poblacién de jaguares a 20 afios con manejo reproductivo durante
20 afios

2.3.3 Seleccion de apareamientos

El procedimiento para realizar la seleccion de apareamientos debe tener en cuenta
diferentes factores dependiendo de las medidas de importancia genética presentadas en
las estadisticas individuales de los animales vivos en la poblacion. El criterio mas utilizado
para este procedimiento es el valor de la media de parentesco (MK) (MK en inglés Mean
KINSHIP), que se define como el promedio de los coeficientes de relacion que existe entre
un individuo (incluyéndose asi mismo) y la poblaciéon viva de animales nacidos en
cautiverio; también se puede decir que la media de parentesco es igual a la pérdida
proporcional de la diversidad génica de la descendencia nacida en cautiverio relativa a los
fundadores). También se emple6 como criterio, la conveniencia de las instituciones
zooldgicas y la ubicacion geografica de los ejemplares. De esta manera se ordenan tanto
los ejemplares machos como las hembras segun su valor de MK. El programa muestra los
cambios en el MK a medida que se realizan los cruzamientos posibles escogiendo los
animales con valores mas bajos de MK. El resultado que se obtiene para la modelacion de
las crias estd dado por el coeficiente de consanguinidad F obtenido, buscando en la
generacion virtual, las crias con los valores F igual a cero. Asi, a medida que se simulan
apareamientos y se obtiene una descendencia virtual, las medidas genéticas se re-
calculan para la poblacion. En la Tabla 8 se presentan todos los machos y todas las
hembras con pedigri conocido que al aparearse entre si tendrian una progenie con un F
=0. Por ejemplo el macho T32 podria aparearse con todas las hembras en la tabla y su
progenie tendria un F=0 y asi sucesivamente.
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Tabla 8. Seleccién de apareamientos de jaguares (Panthera onca) vivos ordenados segn el valor de

la media de parentesco MK

MACHOS HEMBRAS
IDENTIFICACION MK CCP)IIE\J[())lgFDlO EDAD UBICACION IDENTIFICACION MK cgﬁ%'g;'o EDAD UBICACION

T32 0 100 18 BARRANQULLA T33 0 100 19 BARRANQULLA

T27 0.036 100 17 JAIME DUQUE T10 0.196 100 9 SANTACRUZ

T28 0.174 100 6 JAIME DUQUE T12 0.214 100 12 PISCILAGO

T7 0.223 100 14 SANTACRUZ T8 0.223 100 13 SANTACRUZ
T9 0.241 100 13 JAIME DUQUE
T13 0.246 100 10 PISCILAGO

2.3.4 Metas poblacionales

Las metas poblacionales son un producto de la conjuncion de metas genéticas especificas.
Primero, se debe especificar una meta genética referente a la cantidad de diversidad
genética que se desea retener en un lapso de tiempo dado. La meta planteada para los
jaguares en Colombia es mantener 90% de la diversidad genética de la poblacion de
jaguares en vida silvestre durante un periodo de 100 afios. El programa empieza
determinando el tamafio de la poblacion que se necesita para alcanzar esta meta. Las
variables que se consideran para realizar el alcance de las metas poblacionales son:
tiempo generacional (T), tasa de crecimiento poblacional (A), tamafio poblacional actual
(N), numero efectivo poblacional actual (Ne), relaciébn Ne/N, diversidad genética actual
(GD), poblacion maxima permitida, nuevos fundadores por evento de adicion, afio de inicio
de introduccién de nuevos fundadores, afio de parada de introduccion de nuevos
fundadores, afios entre eventos de adicion. Se obtuvieron las metas poblacionales sin
involucrar ningan tipo de manejo reproductivo (Tabla 9). En la Figura 19 se puede observar
en la linea roja un descenso en el nimero poblacional constante y en linea azul la pérdida
de diversidad genética que desciende del 75% entre los primeros 10 y 20 afios. Por otro
lado realizando manejo reproductivo (Tabla 9), se puede observar en la figura 20 que con
solo incrementar la poblacion de 25 a 37 ejemplares y al iniciar una introduccién de 1
animal fundador cada afio la diversidad genética se incrementaria de un 78% a un 90% en
un tiempo entre 40 y 50 afios de manejo, también se puede observar que el tiempo
generacional disminuiria de 21 afios a 12 afios (Figura 20).
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Tabla 9. Metas poblacionales para jaguares (Panthera onca) en Colombia sin manejo reproductivo y con

manejo reproductivo a 100 afios

Sin Manejo Con Manejo
Reproductivo Reproductivo
Diversidad Genética Mantenida 6.3% 90%
Tiempo generacional (T) 21.3 12
Tasa de crecimiento poblacional (A) 0.949 1
Tamafio poblacional actual (N) 25 25
Numero efectivo poblacional actual (Ne) 6.5 6.5
Relacién Ne/N 0.26 0.26
Diversidad genética actual (GD) 0.78 0.78
Poblacion maxima permitida 25 40
Poblacion requerida para alcanzar metas 37 37
Nuevos fundadores por evento de adicién 1
Afio de inicio de introduccién de nuevos fundadores 1
Afio de parada de introduccién de nuevos fundadores 100
Afios entre eventos de adicion. 1
FGE reclutado por cada nuevo fundador 0.4

METAS POBLACIONALES PARA JAGUARES A 100 ANOS
SIN MANEJO REPRODUCTIVO
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Figura 19. Proyeccién a 100 afios de las metas poblacionales para jaguares (Panthera onca) sin

manejo reproductivo.
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METAS POBLACIONALES PARA JAGUARES A 100 ANOS
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Figura 20. Proyeccién a 100 afios de las metas poblacionales para jaguares (Panthera onca) con
manejo reproductivo.

2.4 Discusion

Con esta investigacion se realiza la primera construccion de un Studbook Regional para
Jaguares en Colombia. En el proceso de investigacion se encontraron limitantes en cuanto
al tipo de registros manejados en los diferentes zooldgicos. Los registros encontrados en
los zooldgicos datan de las décadas de los 80’s y 90’s, no comparten una uniformidad en
el tipo de informacion colectada, dependian del criterio de cada profesional a cargo de las
colecciones, dejando vacios con los cambios administrativos y no obedecian a un
consenso general entre todos los zoolégicos.

Es por esto que la pérdida de informacion es alta en cuanto al movimiento de animales,
muertes y nacimientos; sin embargo esta situaciébn cambia a partir del afio 2000 donde
todos los zool6gicos unifican sus tipos de registros. Es a partir de esta fecha, donde se
encuentra una informacién mas completa en referencia a cada animal. Las limitantes
encontradas durante la caracterizacion de la poblacion de jaguares cautivos en Colombia
son similares a las encontradas en la construccion del Studbook para jaguares en los
zooldgicos europeos reportadas por Drury (2005) a diferencia que en Europa estos datos
llevan registrandose durante cerca de un siglo, en Colombia el desarrollo de esta actividad
cuenta con solo 35 afios.

La poblacion actual de jaguares colombianos esta compuesta principalmente por jaguares
adultos mayores a los 10 afios. Esto indica que en los afios futuros podria presentarse
un declive poblacional en los jaguares cautivos en Colombia al no encontrar un relevo
generacional ya sea por la cria en cautiverio que provea una base poblacional de individuos
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jévenes o ya sea por el ingreso de ejemplares decomisados, victimas del tréfico ilegal y de
origen de vida silvestre por parte de las autoridades ambientales, y que posterior a una
evaluacion rigurosa se considere que no sobrevivirian en una eventual liberacion.

En este estudio también se encontr6 que en la poblacién de jaguares cautivos, la relacion
de macho:hembra es de 2:3, lo cual indica que es necesario incrementar el nimero de
machos enteros para estabilizar la relacién entre géneros si se considera que la relacion
de macho:hembra deberia ser de 1:1 segun lo reportado por Drury (2005). Esta proporcion
de 1:1 aseguraria que los posibles machos y hembras fundadores tengan las mismas
probabilidades de transmitir sus gametos contribuyendo y siendo representados
genéticamente en la descendencia y en el incremento de la variabilidad genética de la
poblacién a diferencia de cémo ocurriria en animales domésticos en donde la relacion
podria ser de 1 macho por varias hembras, en este caso sélo los alelos de éste macho
estarian representados en la poblacién, incrementando los riesgos de endogamia.

En cuanto a la composicion fenotipica teniendo en cuenta que el melanismo es transmitido
por dominancia (Ditrich, 1979) y (Eizirik et al. 2003) y que la expresidon moteada se presenta
en homocigosis recesiva, se puede inferir al cumplir con la ley de segregacién mendeliana
gue al encontrar que el 87% de los jaguares cautivos en Colombia son moteados se
presenta un exceso de homocigocis recesiva y un déficit de heterocigotos y homocigotos
dominantes para la expresién fenotipica del melanismo.

Se encontraron evidencias de que los jaguares se reprodujeron efectivamente en
cautiverio entre los afios de 1990 vy el afio 2000 donde el numero de ejemplares se
incremento de 10 a cerca de 35. Este incremento en la poblacion se debid principalmente
a la cria en cautiverio mas que al ingreso de animales provenientes de vida silvestre. A
partir del afio 2000 se inicia un declive poblacional debido principalmente a la incidencia
natural de la tasa de mortalidad, a la interrupcion de apareamientos controlados y al bajo
ingreso de ejemplares de vida silvestre.

El rango de afos entre la ocurrencia del inicio de la tasa de fecundidad hasta la final puede
ser considerada como un buen estimativo para determinar la vida reproductiva para la
especie Panthera onca. Si se considera que ésta inicia a los 2 afios y termina cerca de los
25 afios, en la poblacién cautiva, la edad inicial coincidiria con la edad en la que los
cachorros se alejan de su madre para llevar una vida independiente y donde éstos son
considerados aptos reproductivamente. Por otro lado, la tasa de fertilidad maxima
encontrada para los machos, entre los 16 y los 23 afios y para las hembras, entre 17 y 25
afios, sugiere ser un reflejo de los momentos de reproduccion controlada o influenciada
por el hombre segun las condiciones de manejo de cada parque zoolégico mas que un
reflejo de una condicion natural que se presentaria en vida silvestre. En la actualidad al
encontrar pocos animales entre esas edades haria necesario emplear los ejemplares mas
jovenes en los procesos de monta controlada o asistida desplazando progresivamente el
pico de la tasa de fertilidad a edades mas tempranas.

Para determinar un valor m4s preciso sobre la tasa maxima de fecundidad se necesitaria
realizar un seguimiento de una poblacion natural por un largo periodo de tiempo, los
resultados posiblemente arrojarian que los jaguares en vida silvestre al tener una
expectativa de vida mas baja que en cautiverio sus méaximas tasas de fecundidad estarian
ubicadas en edades méas tempranas que las edades encontradas en este estudio. En
cuanto a la tasa de supervivencia, sobrevivencia, mortalidad y expectativa de vida
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encontrada, se puede inferir que ésta depende de diferentes factores relacionados tanto
con la naturaleza directa de la especie como de manera indirecta (intervencién humana),
siendo estos factores la atencion permanente, la administracion de alimento constante y
la atencién médica de tipo preventivo y curativo. Teniendo en cuenta estas consideraciones
y descartando patologias idiopaticas o accidentes presentados, se encontré que la
expectativa de vida de los jaguares cautivos en Colombia es similar a la expectativa de
vida reportada para jaguares en zooldgicos europeos por Drury (2005) de 25 afios.

En general los planes de supervivencia de especies intentan mantener tanta diversidad
genética como sea posible. Pero debido a las limitaciones de espacio en los parques
zooldgicos de Colombia se ha fijado como objetivo razonable el mantener el 90% de esa
variabilidad durante un periodo de 100 afios para los jaguares; en otros félidos como lo es
el caso de los tigres siberianos (Panthera tigris altaica) se ha fijado un tiempo de 200 afios.
Los analisis de poblacion en cautiverio del tigre de Siberia indican que éstos tienen un
periodo generacional de siete afios (nUmero de afios que transcurre desde su nacimiento
hasta el momento de nacer su primer cachorro) mientras que en los jaguares cautivos,
este numero es cercano a 20 afios debido a las condiciones actuales de manejo, pero
podria disminuir mucho mas al cambiar la estrategia reproductiva. Otra similitud
encontrada es que la proporcion de sexos al nacer en los jaguares y en tigres, es cercano
a 2.5. El nimero de fundadores en el plan de tigres siberianos es de 34 animales mientras
gue en Colombia es de 7. Con base en estos nimeros, para el caso de los jaguares, al ser
tan bajo el numero inicial de fundadores se necesitarian entre 12 y 15 nuevos fundadores
para conservar la diversidad genética del 90% en 100 afios, mientras que en el caso de
los tigres se necesitan otros 10 o 12 fundadores no emparentados para que una poblacién
de 175 tigres conserve el 90% de su diversidad genética durante los proximos 200 afios
(Tilson, 1996).

2.5 Conclusiones y Recomendaciones

Al realizar la caracterizacion demografica y genética de la poblacién de jaguares cautivos
en Colombia se ha abierto la posibilidad de implementar un plan sostenible de
conservacion ex situ para la especie, que permitird contar a futuro con una poblacién
modelo, genéticamente variable y con alto potencial reproductivo. Esta poblacién estara
en capacidad de servir como reservorio genético en caso de extincién de poblaciones y
como una poblacién proveedora de gametos viables de fécil acceso para ser usado en
casos de revitalizacién de poblaciones silvestres.

Para cumplir con este objetivo es necesario continuar y mejorar las bases de datos de los
registros para mantener el Studbook actualizado. Al encontrar que la poblacion de jaguares
cautivos en Colombia est& decreciendo, se hace imprescindible implementar un plan de
manejo reproductivo como el que se propone en este estudio para estabilizar la poblacion.
Asi, es necesario promover la cria controlada y el ingreso de nuevos fundadores,
especialmente de machos para restablecer el balance de relacién de sexos con el fin de
mantener una pirdmide poblacional donde la base este conformada por individuos jévenes
y su apice por los individuos ancianos. También es necesario reducir el tiempo
generacional siendo éste el nimero de afios que transcurre desde el nacimiento de un
individuo hasta el momento de nacer su primer cachorro o progenie. Esto se puede realizar
incluyendo a los individuos jévenes en los programas de reproduccién. Al realizar esto la
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tasa de fecundidad maxima se ubicara en una edad mas temprana lo cual se vera reflejado
en un incremento de los afios de vida reproductiva de cada ejemplar.

Los hallazgos encontrados en el andlisis demografico han permitido realizar las futuras
proyecciones a nivel tanto genético como reproductivo para la poblacién cautiva.
Estableciendo metas reproductivas concretas y realizando simulaciones computacionales
de apareamientos y cruces controlados para estimar el mantenimiento del 90% de la
variabilidad genética de la poblacién por un periodo de 100 afios.

Sin embargo, para llevar a cabo la implementacion de este proceso de una manera exitosa
es necesario realizar una caracterizacion genética de los animales utilizando ADN en
pruebas de identificacion empleando micro-satélites. De esta forma se podra conocer la
estructura genética poblacional y construir un pedigri completo y se optimizaran los
resultados encontrados en este estudio.

Asi mismo es necesario programar los apareamientos con un conocimiento previo de la
fisiologia reproductiva de la especie, lo cual hace necesario llevar a cabo investigaciones
enfocadas a caracterizar el ciclo estral del jaguar en condiciones tropicales por medio de
andlisis endocrinoldgicos y también investigaciones enfocadas al andlisis de gametos tanto
de machos como de hembras. De esta manera, articulando los andlisis genéticos de la
poblacion cautiva con las herramientas de biotecnologia reproductiva podemaos garantizar
gue actualmente se estan realizando avances en el desarrollo de la conservacién ex situ
de los félidos silvestres en Colombia.
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3. Capitulo 3

Caracterizacion genética de jaguares (Panthera onca) en
cautiverio en parques zoologicos de Colombia

Resumen

Se realiz6 un andlisis genético de la poblacion de jaguares (Panthera onca) cautivos en
parques zoolégicos de Colombia mediante el andlisis tanto de registros del Studbook
Regional para Jaguares como de muestras de ADN obtenidas de 20 animales vivos (n=20),
con el cual se construy6 el pedigri para la poblaciéon empleando 9 microsatélites. Las
paternidades y maternidades fueron asignadas por el programa CERVUS vy las relaciones
de parentesco fueron obtenidas por el programa KINSHIP. El andlisis del Studbook se
realizd6 por medio del programa PM2000 en donde se obtuvo el valor de la diversidad
genética (GD) actual de la poblacion (GD=0.7832), el valor de diversidad genética potencial
(GDp=0.9113), valor génico (GV=0.7846), el valor del equivalente del genoma fundador
actual (FGE=2.31) y potencial (FGEp=5.64), el valor del genoma fundador sobreviviente
actual (FGS=3.14) y potencial (FGSp=5.64), el coeficiente medio de consanguinidad
(F=0.0179), el numero efectivo poblacional (Ne=5.26), al igual que la relacion (Ne/N
=0.2667) y la media de parentesco MK (Mean KINSHIP) para cada individuo. En el andlisis
de los microsatélites se calcularon las frecuencias alélicas por cada microsatélite y se
encontré un promedio de alelos por locus de 5.67. El promedio de la heterocigocidad
observada general fue de 0,687 y el de la heterocigocidad esperada 0,684. Se encontrd
gue todos los locus se encuentran en equilibrio Hardy—Weinberg. Para esta poblacion se
encontrd un exceso de heterocigotos en los locus FCAQ075, FCA043, FCA736, FCA220 y
FCA391 y exceso de homocigotos solo para los locus FCA 441, FCA 008, FCA 224
mediante los estimados de Fis de Weir y Cockerham's (W&C), y Robertson y Hill's (R&H).
El promedio de Fis para la poblacion fue (Fis W&C= -0,0157) y (Fis R&H=-0,0109)
indicando que la poblacién se encuentra en exogamia. No se encontraron diferencias
significativas para la prueba de desequilibrio por ligamiento. Los analisis de verosimilitud
obtenidos en CERVUS resultaron con asignaciones de la maternidad y de paternidad. Los
asignamientos se realizaron segun el logaritmo natural de la tasa de verosimilitud (LOD).
Se obtuvieron las probabilidades de relacion y parentesco asignadas por KINSHIP de las
simulaciones y se encontraron relaciones significativas (p<0.05) en 6 parejas de jaguares,
relaciones altamente significativas (p<0.01) para 3 parejas y relaciones muy altamente
significativas (p<0.001) para 11 parejas. Con este estudio se logré establecer la relacion
entre individuos y se logré construir el pedigri de la poblacion de jaguares cautivos en
parques zooldgicos de Colombia como base fundamental para el establecimiento de un
plan de conservacion ex situ para el Jaguar en parques zoologicos de Colombia.

PALABRAS CLAVES: Jaguar, Panthera onca, Pedigri, Genética de poblaciones,
microsatélites, ADN, Studbook.
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Abstract

A genetic analysis for the captive population of jaguars (Panthera onca) was done in
zoological parks of Colombia based upon the Colombian Regional Studbook for Jaguars
and from DNA obtained form 20 living animals (n=20) in order to establish the pedigree
for the captive population using 9 microsatellites. The assignments for paternities and
maternities were done with for the program CERVUS and the relationship between animals
were established with the KINSHIP program. The analysis of the Studbook was done with
the PM2000 program generating the following values: genetic diversity for the population
(GD=0.7832), potential genetic diversity (GD=0.9113), genic value (GV=0.7846), current
founder genome equivalent (FGE=2.31) and potential p(FGE=5.64), current and potential
founder genome survivor (FGS=3.14; pFGS=5.64 respectively). Other values calculated
were, mean coefficient of consanguinity (F=0.0179), population effective number (Ne=5.26)
and the Mean KINSHIP (MK) for each individual. With the microsatellites analysis, the allelic
frequencies were calculated for each locus with an average of alleles per loci of 5.67. The
averages of the observed and expected heterozigocity were 0.687 and 0.684 respectively.
It was found that all loci are in Hardy-Weinberg equilibrium. For this population an excess
of heterozygous was found for the locus FCA075, FCA043, FCA736, FCA220 and FCA391
and an excess of homozygous for the locus FCA 441, FCA 008, FCA 224 by Fis of Weir
and Cockerham's (W&C), and Robertson and Hill's (R&H). The average of Fis for the
population was (Fis W&C = -0.0157) and (Fis R&H=-0.0109) indicating that the population
is in exogamy. No significant differences were found for the linkage disequilibrium test. The
likelihood analyses obtained in CERVUS assigned maternities and paternities. The
assignments were done according to the value Pair Top LOD. The relationship probabilities
were obtained by KINSHIP. lin the simulations, a significant relationship (p <0.05) were
found in 6 couples of jaguars, highly significant relationships (p <0.01) and very highly
significant relationships (p <0.001) for 11 couples. With this study the relationships between
animals was established and the pedigree of the captive population of jaguars was build in
order to develop an ex situ conservation plan for the species in the Colombian zoological
parks.

Key words: Jaguar, Panthera onca, Pedigree, Genetics, Microsatellites, DNA, Studbook.
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3.1 Introduccidn

El desconocimiento general del cambio evolutivo de las especies en tiempos histéricos y
de los multiples factores que han intervenido en él, han sido la fuerza motora para el
desarrollo y la creaciéon de nuevos métodos y técnicas para resolver éstas incégnitas. Por
medio de la genética se ha podido construir un mapa sobre el curso y los eventos historicos
mas importantes que han influido en el cambio constante y evolutivo de los seres vivos en
el planeta. Debido a los cambios generados por el hombre que amenazan la supervivencia
de los grandes carnivoros, la genética también presenta una vision prospectiva sobre el
manejo genético-reproductivo de de las especies cautivas como reservorios genéticos
importantes que podrian brindar una mayor diversidad genética a poblaciones deterioradas
por el aislamiento y la endogamia.

En las dltimas décadas se han llevado a cabo analisis genéticos empleando microsatélites
en diferentes especies de félidos silvestres para resolver interrogantes con respecto al
origen y la evolucion de los miembros de la familia Felidae. Uno de los primeros reportes
del empleo de microsatélites se hizo para determinar el tiempo en el que ocurrio la primera
gran disminucion poblacional del guepardo (Acinonyx jubatus) fue demostrado al haberse
encontrado evidencias de un efecto de “cuello de botella” en la poblacion hace 10.000 anos
aproximadamente (Menotti-Raymond M. and O'Brien 1993). Posteriormente fueron
empleados por el mismo grupo de investigadores para determinar el nivel de diversidad
genética de cuatro especies de félidos: el gato doméstico (Felis catus), el guepardo
(Acinonyx jubatus), el puma (Puma concolor) y el ledn africano (Panthera leo) (Menotti-
Raymond M. A. and O'Brien 1995). En 2001 se condujo un estudio en pumas, el cual logré
demostrar la presencia de homoplasia (fragmentos que tienen el mismo tamafio pero no la
misma secuencia de bases) en 10 microsatélites en el puma (Puma concolor) (Culver et
al. 2001). Los microsatélites también se han empleado para detectar diferencias entre
subespecies de las panteras nebulosas (Neofelis nebulosa nebulosa) presentes en
Tailandia y las panteras nebulosas (Neofelis nebulosa diardi) encontradas en la isla de
Borneo (Buckley-Beason et al. 2006). Asi, los microsatélites se han convertido también en
una herramienta fundamental para diferenciar las subespecies de tigres (Panthera tigris)
cautivos a nivel mundial que puedan ser empleados eventualmente como importantes
reservorios genéticos (Luo et al. 2008).

En cuanto a los jaguares (Panthera onca), el primer andlisis con microsatélites demostré
una alta variacion de tamafio en 29 locus analizados, encontrando evidencias moleculares
de una reciente expansion poblacional y sugiriendo diferencias debido a la presencia de
barreras geograficas como el tapdn del Darién y el rio Amazonas (Eizirik et al. 2001). Asi
mismo, la varianza del tamafio de los alelos de los microsatélites ha permitido desarrollar
estimados gendmicos para fendmenos ocurridos en tiempos ancestrales como los efectos
fundadores presentados en pumas (Puma concolor) de Norte América, leones asiaticos
(Panthera leo persicus) y los guepardos (Acinonyx jubatus) (Driscoll et al. 2002).
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Los primeros reportes sobre la filo-geografia y la historia natural del jaguar fueron
realizados con analisis de microsatélites y de ADN Mitocondrial por Eizirick (2001)

En el afio 2003 se reporta el andlisis molecular del jaguar (Panthera onca) en Colombia
empleando microsatélites en el cual se encontr6 una gran variabilidad alélica en los
microsatélites analizados y se sugiere el empleo de éstos para caracterizar ejemplares de
diferentes origenes y asi determinar posibles cruzamientos de ejemplares cautivos que
representan los mismos acervos genéticos (Ruiz-Garcia et al. 2003). En un estudio
posterior reportd una alta diversidad genética y muy bajas diferencias entre las
subespecies presentes en Colombia, compuestas principalmente por jaguares centro
americanos (Panthera onca centralis) y los jaguares amazénicos (Panthera onca onca)
(Ruiz-Garcia et al. 2006).

En Colombia se desconoce la estructura genética de los jaguares cautivos en parques
zooldgicos de Colombia asi como tampoco se conoce su pedigri, su importancia como
posibles reservorios genéticos y su posible participacion en un plan de conservacion ex
situ que considere la viabilidad y vitalidad de la poblacién tanto a nivel genético como
reproductivo. Realizando un andlisis genético retrospectivo a partir de registros del
Studbook regional de jaguares (Panthera onca) para Colombia y conociendo las
caracteristicas genéticas actuales de la poblacion cautiva se pueden establecer futuras
proyecciones sostenibles a nivel reproductivo para la poblacién cautiva. Asi mismo,
construyendo el pedigri de la poblacion mediante la identificacion de individuos empleando
microsatélites como marcadores moleculares se podra determinar la estructura genética
poblacional, se podran llenar los vacios de informacién y se podran incluir los ejemplares
gue tengan un alto potencial genético y reproductivo en un plan de conservacion que
contribuya a la conservacién ex situ en los parques zooldgicos de Colombia como
reservorio genético y asi mismo que contribuya a la conservacion in situ de la especie en
su habitat natural.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Analisis genético a partir de registros

Se analizaron los registros de jaguares cautivos con la informacion recopilada en el
Studbook Regional de Jaguares (Panthera onca) para Colombia por medio del programa
Single Population Analysis and Record Keeping System (SPARKS 1.5) desarrollado por
el International Species Information System (ISIS). Posteriormente con el fin de llevar a
cabo el analisis genético a partir de registros, la informacion fue exportada y analizada en
el programa Population Managment 2000 (PM 2000) (Pollak et al. 2005).

Se calcularon las estadisticas individuales de los jaguares fundadores de la poblacion y de
sus descendientes. Se célculo la retencion alélica, la cual se define como la probabilidad
de que un gen proveniente de un animal fundador se encuentre en la poblacion actual
existente. Se obtuvo el valor de la diversidad génica (GD) actual de la poblacion que
corresponde a la heterocigocidad esperada y que se define como la varianza de las
frecuencias alélicas en un locus determinado y es igual a la heterocigocidad esperada en
una poblacion en equilibrio Hardy-Weinberg con unién de gametos al azar (Wright, 1969;
Nei, 1973; Willis et al. 1993). Se calculd para la poblacion, el coeficiente medio de
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consanguinidad F (Wright, 1922) en el curso del tiempo, siendo éste, el descenso de la
heterocigocidad observada relativa a la heterocigocidad esperada de la poblacion
fundadora. También se obtuvo el valor génico (GV) que corresponde a la heterocigosis
gue se esperaria en la siguiente generacién si todos los animales se reproducen y tienen
una progenie igual a los valores esperados, basandose en la tasa de fecundidad (Mx),
tasa de mortalidad (Px) y valor reproductivo (Vx) (Pollak et al, 2005).

Se obtuvo el valor del equivalente del genoma fundador actual y potencial, el cual se
define como el numero de fundadores igualmente representados en la poblacién sin la
pérdida aleatoria de alelos en la descendencia que se esperaria para producir la misma
diversidad genética en la poblacion en estudio. Asi mismo se obtuvo el valor del
equivalente del genoma fundador sobreviviente actual y potencial, el cual se define
como la suma de las retenciones alélicas de los individuos fundadores (Lacy, 1989).

Se calcularon las estadisticas individuales de los jaguares cautivos con pedigri conocido y
la media de parentesco (MK en inglés Mean KINSHIP), que se define como el promedio
de los coeficientes de relacion que existe entre un individuo (incluyéndose asi mismo) y la
poblacion viva de animales nacidos en cautiverio. La media de parentesco es igual a la
pérdida proporcional de la diversidad génica de la descendencia nacida en cautiverio
relativa a los fundadores. También se calculd: el valor de parentesco (KV en inglés
KINSHIP Value), el cual predice la pérdida de diversidad del gen esperado en la generacion
subsecuente si todos los animales se reproducen al azar y todos produjeran los niameros
de descendencia esperados para cada clase de edad; la Singularidad Gendmica Total
(GU-AIl en inglés Genome Uniqueness), que es la probabilidad de tomar un alelo al azar
de un individuo que no esta presente y que este alelo sea idéntico por descendencia en
otro individuo vivo en la poblacién; Singularidad Gendmica Descendientes (Singularidad
GenoOmica relativa a la poblacion de los descendientes de animales no fundadores);
Probabilidad de Pérdida de la Singularidad Gendmica, Equivalente de Parientes de
primer Orden (FOKE, First Order Kin Equivalent), el cual es el nUmero de parientes de
primer orden (hermanos, hijos) que deberian contener el nUmero de copias de los alelos
de los individuos (idénticos por descendencia) que estan presentes en la poblacién nacida
en cautiverio. Por ejemplo: Un hijo o un hermano contribuyen 1 al FOKE; cada nieto
contribuye 1/2 al FOKE; cada primo contribuye 1/4 al FOKE. Siendo el FOKE = 4*N*MK.
También se calculé el tamafio de la poblacion efectiva o niumero efectivo poblacional
(Ne) basandose en la historia de la poblacion, el nimero poblacional actual (N) denota
el numero de animales vivos en la poblacién, incluyendo tanto machos como hembras
(Pollak et al, 2005).

3.2.2 Analisis genético con microsatélites

ANIMALES

Con el fin de construir el pedigri de la poblacion se obtuvieron muestras de sangre de
jaguares cautivos (n=15) bajo anestesia general en tres parques zooldgicos: Fundacion
Zoolégico Santacruz (n=8) ubicado en el municipio de San Antonio del Tequendama en el
departamento de Cundinamarca con coordenadas Latitud 6°13'23.93"N Longitud
75°34'48.81"W, Zoolégico Matecafia (n=6) ubicado en la ciudad de Pereira en el
departamento de Risaralda con coordenadas Latitud 4°49'0.30"N Longitud 75°44'15.04"W,
Parque Recreativo y Zooldgico Piscilago (n=1) ubicado en el municipio de Nilo en el
departamento de Cundinamarca con coordenadas 11° 0'39.84"N Longitud 74°47'53.69"W;
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también se obtuvieron foliculos pilosos de los jaguares presentes en la Fundacién
Zoolégico Santafé (n=5) ubicado en la ciudad de Medellin, en el departamento de Antioquia
con coordenadas Latitud 6°13'23.93"N Longitud 75°34'48.81"W. Asi mismo para la
construccion del pedigri también se incluyé la informacion recopilada en el Studbook
Regional de Jaguares para Colombia de los animales que no fueron muestreados
presentes en el Zooldgico Piscilago (n=2) el Zoolégico de Barranquilla (n=3), Bioparque los
Ocarros (n=2), Fundacién Zoologico de Cali (n=2) y Fundacién Zoolbgico Parque Jaime
Duque (n=3).

ANESTESIA

Después de un periodo de ayuno de 24 horas se realizd un protocolo anestésico con el
uso de la combinacién Xilacina — Ketamina. La xilacina, sedante agonista alfa 2
adrenérgico se administrd en una inyeccion inicial. Después de 5 minutos de su aplicacién
y una vez se observaron signos de sedacion, se aplicé una segunda inyeccién con un
anestésico fijo disociativo derivado de las ciclohexylaminas (Ketamina). La administracion
de los farmacos se realizé usando dispositivos de inyeccién de farmacos a distancia
(DIDD). El sitio del impacto del dardo se localizé en las masas musculares de los miembros
posteriores y anteriores, siendo preferidos los primeros, buscando que el dardo o la
inyeccion fueran aplicados en la porcién mas caudal de la masa muscular y evitando un
posible impacto en el hueso femoral o el nervio ciatico. Las dosis de farmacos
administrados fueron calculadas, teniendo en cuenta los reportes de peso consignados en
las historias clinicas y las dosis reportadas para jaguares por Jiménez-Gonzalez et al.
(2003).

TOMA DE MUESTRAS

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena femoral o de la vena safena,
previa desinfeccion del area con alcohol. Las muestras fueron colectadas en viales con
EDTA (10 ml) y fueron mantenidas a 4°C, hasta su llegada al laboratorio.

PRIMERS

Los primers seleccionados fueron disefiados para gatos domésticos (Menotti-Raymond M.
A. and O'Brien 1995) (Tabla 1). Los criterios para la seleccidon de los microsatélites se
basaron en que todos los microsatélites deberian estar en cromosomas diferentes y que
estuviera reportado su empleo en Jaguares (Eizirik et al. 2001, Ruiz-Garcia et al. 2006).
Los microsatélites seleccionados fueron fluoromarcados con fluorocromos que no se
sobrelaparan entre si dependiendo del microsatélite seleccionado. Sélo se fluoromarco la
secuencia Forward del primer.
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Tabla 1. Panel de 9 Microsatélites fluoromarcados

FCAOQ75

ATGCTAATCAGTGGCATTTGG

Reverse Fluorocromo

GAACAAAAATTCCAGACGTGC

Temperatura de
anillamiento

Peso molecular

104-146

FCA043

AGACGGGATTGCATGAAAAG

GAGCCACCCTAGCACATATACC

106-128

FCA441

ATCGGTAGGTAGGTAGATATAG

GCTTGCTTCAAAATTTTCAC

113-137

FCA008

ACTGTAAATTTCTGAGCTGGCC

TGACAGACTGTTCTGGGTATGG

114-148

FCA224

CTGGGTGCTGACAGCATAGA

TGCCAGAGTTGTATGAAAGGG

148-180

FCA096

CACGCCAAACTCTATGCTGA

CAATGTGCCGTCCAAGAAC

180-220

FCA736

TCAATGTCTTGACAACGCATAA

AGGATTGCATGACCAGGAAC

196-280

FCA220

CGATGGAAATTGTATCCATGG

GAATGAAGGCAGTCACAAACTG

210-224

FCA391

GCCTTCTAACTTCCTTGCAGA

TTTAGGTAGCCCATTTTCATCA

222-238

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN

La extraccion del ADN se realizé a partir de los leucocitos aislados de las muestras de
sangre mediante la técnica de Salting out (Apendice 1). La concentracion de ADN se
cuantific6 por medio de espectrofotometria a 260 nm. En cuanto a la temperatura para
cada microsatélite se calculé por medio de la formula de termodinamica y se obtuvo que
la temperatura media de anillado necesaria para realizar el apareamiento de bases era de
55.5°C. En cuanto a las muestras de pelo se empleo el kit de extraccién Dneasy Blood and
tissue de QIAGEN, en el cual se siguieron los pasos del instructivo.

PCR

Las reacciones de PCR para todos los marcadores fueron llevadas a un volumen total de
20 uL. Estas consistieron en 1.5 mM de MgCl;, 1.25mM para cada uno de los dNTPs
(dATP, dGTP, dCTP y dTTP) méas 0.4 unidades de ADN polimerasa Tth (Thermus
thermophilus) y 10 pmol de cada primer (Alfaro et al.), 0.5 mg/ml de BSA asi como 4ul de
ADN gendmico (10 ng). Las muestras fueron amplificadas bajo las siguientes condiciones:
denaturacion inicial a 95°C por 5 min; 35 ciclos de denaturacién a 95°C por 1 minuto;
temperatura de anillamiento correspondiente a cada marcador (Tablal) por 2 min;
extensidn a 72 °C por 2 min y posteriormente 1 ciclo de extension final a 72 °C por 5 min
usando un termociclador PCR Multigene Gradient (Labnet, International).

AGAROSA

Después de realizadas los procedimientos de PCR, los productos de amplificacion fueron
evaluados en geles de agarosa al 1.5 % tefiidos con SYRB-GREEN (Invitrogen, USA). Una
vez se verificé la amplificacion de los productos por visualizacion directa fueron llevados a
electroforesis en capilar.
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ELECTROFORESIS EN CAPILAR

La electroforesis en capilar fue realizada en ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer. Los
resultados de la electroforesis en capilar y el nombramiento de los alelos se determinaron
por visualizacion directa de los cromatogramas en el programa Softgenetics Gene Marker
Version 1.97. Todas las muestras fueron amplificadas y genotipificadas al menos 2 veces
para minimizar problemas de no asignacién (Drop out).

3.3 Analisis Estadistico

Para el analisis de la informacion obtenida se empleé el programa Genepop on the web
(Raymond et al. 1995; Rousett F. 2008). Se realiz6 el calculo de las frecuencias alélicas
para cada microsatélite, heterocigocidad esperada y observada, la estima de equilibrio
Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligamiento, determinacién de consanguinidad mediante
el célculo de Fis. Para la asignacion de paternidad y maternidad y para la construccién del
pedigri de la poblacién, se empleé el programa CERVUS versién 3.0.3 y KINSHIP 1.2.
Para la construccion final del pedigri se tuvieron en cuenta las siguientes variables:
informacion obtenida del Studbook (sexo, fecha de nacimiento, conocimiento previo de
padres y madres), valores de Logaritmo natural de las relaciones de verosimilitud (LOD)
asignado por CERVUS con intervalos de confianza flexibles al 80% vy estrictos al 95%.

Asi mismo se consideraron las probabilidades de relacién y parentesco asignadas por
KINSHIP para H; Rp=0.5 y Rm=0.5 vs HoRp=0 y Rm=0 (a=0.05, 0.01 y 0.001) donde
Kinship es usado para probar hipotesis de relaciones de pedigri entre individuos
empleando datos de analisis de marcadores genéticos. Después de especificar la hipétesis
de relacién usando dos variables Rp y Rm y de especificar los diferentes niveles de
significancia p=0.05, 0.01 y 0.001. Las variables definen las probabilidades de que una
pareja comparta un alelo por descendencia directa proveniente de su padre o de su madre
respectivamente. Por ejemplo, si la relacion hipotética de dos hermanos completos, ambos
valores r serian de 0.5. Después de dada la hipétesis, Kinship usa los valores r, las
frecuencias alélicas y los genotipos de dos individuos bajo consideraciéon para calcular la
verosimilitud de que esa combinacién de genotipos podria haber sido producida como fue
especificada (Goodnight, 2004).
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3.4 Resultados

3.4.1 Analisis genético a partir de registros del Studbook regional
de jaguares para Colombia

ESTADISTICAS POBLACIONALES E INDIVIDUALES

Se calcularon las estadisticas poblacionales que determinan las caracteristicas genéticas
de la poblacién de jaguares cautivos en Colombia. Por medio del andlisis genético a partir
de registros, realizado con el programa PM2000, se encontr6 que se conoce el origen del
28.9 % de la poblacion desde el afio de 1968, y que han habido 5 animales fundadores
(T1, T2, T5, T6, T27) para la poblacion; asi mismo se encontraron tres posibles fundadores
potenciales (n=3) (debido a que estos animales aldn no se han reproducido), los individuos
T32 y T33 presentes en el zooldgico de Barranquilla, y el T20 en el parque zooldgico de
Piscilago. Estos animales fundadores, provenientes de la vida silvestre, fueron capturados
o decomisados y representarian la genética mas cercana a la que se encontraria en la
poblacion de jaguares en libertad. De esta forma se obtuvieron las estadisticas individuales
de los jaguares fundadores de la poblacién donde se presenta el nimero en el studbook,
sexo, edad, representacion (proporcion de genes en la poblacion descendiente viva
derivada de ese fundador), contribucién (nimero de copias del genoma del fundador que
estan presentes en los descendientes vivos, cada nueva generacion de hijos contribuye
0.5, cada generacion de nietos 0.25, etc.), retencién alélica (la probabilidad de que un gen
presente en un individuo fundador exista en los animales descendientes vivos), retencién
potencial y descendientes. Los jaguares T1y T2 son los animales mas antiguos de los que
se tiene informacion, formaron parte de la coleccion del zoolégico Santafé y sus restos
son conservados en el museo de historia natural de la universidad de Antioquia; su
representacion genética en la poblacion es del 8.9% y han contribuido con 2
descendientes. Los jaguares T5 y T6 son animales que permanecieron en la fundacién
zooldgico Santacruz hasta su muerte, su representacion genética en la poblacion es del
28% y 46% y han contribuido con 4 y 6 descendientes respectivamente. El jaguar T27
ubicado en el parque Jaime Duque tiene una representacion genética en la poblacion del
7 % y ha contribuido con un descendiente en la poblacién. (Tabla 2) (Figura 1).

Tabla 2. Estadisticas generales de los fundadores de la poblacion.

Studbook # "Sexo" Edad "Representacion” "Contribucion” "Retencion alélica.” "Retencién potencial.” "Descendientes"
T1 M D 0.08930 0.62500 0.36950 0.36950 2,000
T2 F D 0.08930 0.62500 0.37800 0.37800 2,000
TS5 M D 0.28570 200.000 0.91150 0.91150 4,000
T6 F D 0.46430 325.000 0.98050 0.98050 6,000
T20 M 12 0.00000 0.00000 0.00000 100.000 0,000
T27 M 17 0.07140 0.50000 0.50000 100.000 1,000
T32 M 18 0.00000 0.00000 0.00000 100.000 0,000
T33 F 19 0.00000 0.00000 0.00000 100.000 0,000

Se encontré que 5 animales fundadores han producido descendencia (Figura 1) siendo el
jaguar T6 el que present6 el mayor numero de descendientes (n=7) seguido por el T5
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(n=5). Asi, la contribucién genética de éstos fundadores, considerada como el porcentaje
de genes de un individuo o poblacion que han descendido de cada fundador y basdndose
en la ley de segregacion de Mendel, oscila entre el 0,5 y el 3,5 % (Figura 2).
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Figura 1. Namero de descendientes por cada fundador
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Figura 2. Contribucion genética de los fundadores ala poblacion.

Se calculé la retencion alélica, actual y la potencial. En el caso de la retencion alélica actual
se puede observar que ésta depende principalmente de si los fundadores han producido
descendencia y si ha habido contribucion genética por parte de éstos (Figura 3). En el caso
de la retencion alélica potencial, se puede observar la capacidad de retencion alélica de la
poblacién de los genes provenientes de los animales que ain no se han reproducido en la
poblacién (T33, T32, T20). También se puede observar que los individuos T1 y T2 aunque
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han contribuido a la retencién alélica no contribuyen a la retencion alélica potencial, debido
a que éstos ya han muerto (Figura 4).
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Figura 3. Retencidn alélica de los fundadores en la poblacion.
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Figura 4. Retencion alélica potencial de los fundadores en la poblacién.
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Se obtuvo el valor de la diversidad génica (GD) actual de la poblacion (GD=0.7832). Asi
mismo se calculé el valor de diversidad génica potencial (GDp=0.9113), el cual se
determina al realizar el control de la produccion de las crias en la poblacién y si se controla
gué genes se transmiten a la descendencia con programas de manejo reproductivo a
futuro. De esta manera se pudo determinar las variaciones de la diversidad genética en el
curso del tiempo en el cual se puede apreciar que entre el afio de 1995 y 1996 la diversidad
genética de la poblacion se incrementd de un 50 a un 75% debido al nacimiento y eventos
reproductivos ocurridos en ésta época; también se aprecia un ligero incremento entre los
afos de 1999 y 2002 (Figura 5).
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Figura 5. Diversidad genética de jaguares cautivos en el tiempo.

Se obtuvo un valor génico (GV) de 0.7846 asi como también se obtuvo el valor del
equivalente del genoma fundador actual (FGE=2.31) y potencial (FGEp=5.64). Asi mismo
se obtuvo el valor del equivalente del genoma fundador sobreviviente actual (FGS=3.14) y
potencial (FGSp=5.64). En la grafica se puede observar un incremento del FGE entre los
afos de 1995y 2002 (Figura 6).
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Figura 6. Equivalente del genoma fundador de jaguares en el curso del tiempo.

Se calcul6 para la poblacion, el coeficiente medio de consanguinidad F (Wright, 1922) en
el curso del tiempo encontrandose en promedio un F=0.0179, siendo éste el descenso de
la heterocigocidad observada relativa a la heterocigocidad esperada de la poblacion

fundadora. Se encontré que el coeficiente de consanguinidad fue diferente de 0 a partir del
afo de 1998 (Figura 7).
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Figura 7. Consanguinidad de jaguares en el curso del tiempo.
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También se calcul6 el tamafio de la poblacion efectiva o nimero efectivo poblacional (Ne)
baséndose en la historia de la poblacion, el numero poblacional actual (N) denota el
ndmero de animales vivos en la poblacion, incluyendo tanto machos como hembras. El uso
primario del Ne predice los cambios genéticos futuros y su primera estimacion esta basada
en la cantidad de diversidad de genes perdidos a través de las generaciones de cria en
cautiverio. La segunda estimacion del Ne simplemente estd basada en el numero de
machos vivientes y las hembras vivientes que han producido la descendencia actual. La
proporcion de Ne y N se emplea en la fase de direccionamiento de la poblacion, estimando
el tamafio de la poblacién que se necesitara para lograr las metas genéticas (Pollak et al.
2005) Considerando lo anterior en el analisis se encontrd para la primera estimacién que:
Ne=5.26 sobre las pasadas 1.39 generaciones y para la segunda estimacién que:
Ne=2.667 a partir de 1.0 macho por cada 2.0 hembras reproductoras; al igual que la
relacion Ne/N =0.2667. La tabla 3 muestra las estadisticas individuales de los jaguares
cautivos con pedigri conocido; se incluyeron las siguientes variables: nUmero de studbook,
sexo, padre, madre, edad, ubicacion, Valor reproductivo (Vx), porcentaje conocido del
pedigri, coeficiente de consanguinidad F, Media de parentesco (MK), el valor de
parentesco (KV en inglés KINSHIP Value), singularidad Genémica Total (GU-AIl en inglés
Genome Uniqueness), singularidad gendmica descendiente, probabilidad de pérdida de la
singularidad gendémica, equivalente de parientes de primer orden (FOKE , En inglés First
Order Kin Equivalent). El valor promedio de MK fue 0,217 (Figura 8).

Tabla 3. Estadisticas Individuales de la poblacion viva de jaguares (Panthera onca) en cautiverio con
pedigri conocido.

_§ o o = o § 0 51 < 1 _°-§ o a 8 w
g1 8| B g & i | 33] ~ | 2| 2|21 |3%8 &5 8
) 35 o] S o

T33 | H | SILVESTRE | SILVESTRE | 19 BARRANQULLA 0.81 | 100 0 0 0 1.00 1 0.324 0
T32 | M | SILVESTRE | SILVESTRE | 18 BARRANQULLA 079 | 100 0 0 0 1.00 -1 0.336 0
T27 | M | SILVESTRE | SILVESTRE | 17 JAIME DUQUE 0.8 100 0 0.035 | 0.038 | 050 -1 0.215 1
T7 M T5 T6 14 SANTACRUZ 0.83 100 0 0.223 0.219 0.11 0.109 0.077 6.25
T8 H T5 T6 13 SANTACRUZ 0.71 100 0 0.223 0.214 0.11 0.111 0.087 6.25
T9 H T5 T6 13 JAIME DUQUE 0.71 100 0 0.241 0.233 0.07 0.066 0.065 6.75
T12 H T3 T6 12 PISCILAGO 0.85 100 0 0.214 0.219 0.14 0.136 0.079 6
T3 | H T11 T12 10 PISCILAGO 0.87 | 100 | 0.125 | 0.245 | 0.248 | 0.03 | 0.034 | 0.047 | 6.88
T10 H T3 T6 9 SANTACRUZ 0.88 100 0 0.196 0.201 0.27 0.268 0.109 5.5
T28 | M T27 T9 6 JAIME DUQUE 0.87 | 100 0 0.174 | 0.174 | 0.00 0.5 0.064 | 4.88
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Figura 8. Media de parentesco (MK) para la poblacién viva de jaguares cautivos.

3.4.2 Andlisis genético con microsatélites

Genotipos

Se establecieron los genotipos de los jaguares muestreados a partir del analisis de los
cromatogramas obtenidos después de la electroforesis en capilar (Apéndice 2). Los
genotipos obtenidos de cada animal se presentan organizados por microsatélite con dos
alelos por cada animal (Tabla 4). Se encontré que hubo amplificacién de los fragmentos
de ADN por medio de la PCR con las condiciones establecidas. Sin embargo, algunos de
los microsatélites no resultaron en amplificacion quedando algunos genotipos incompletos;
los alelos no encontrados fueron considerados como datos perdidos y fueron denotados O.
Se pudo determinar que el microsatélite que amplificé6 en menos individuos fue el FCA008
presentando el mayor indice de presentacion de alelos nulos (+0.16) (Tabla 5).
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Tabla 4. Genotipos de jaguares (Panthera onca) cautivos (n=20) con 9 microsatélites FCA. D=
Dinucleoétido, T= Tetranucle6tido

FCA441 A008 A096 FCA220 A39
D D T D D D T D T
Codigo | 104-146 106-128 113-137 114-148 148-180 180-220 196-280 210-224 222-238

T03 114 | 124 | 112 | 114 | 134 | 142 0 0 0 0 189 | 189 0 0 210 212 0 0

TO5 116 | 124 | 114 | 116 | 142 | 150 | 124 | 126 | 152 | 168 | 189 | 189 | 125 | 125 208 212 200 200
T06 114 | 124 | 114 | 114 | 146 | 146 | 110 | 110 | 154 | 162 | 189 | 191 | 125 | 125 202 206 204 212
TO07 114 | 124 | 114 | 116 | 146 | 150 | 110 | 126 | 154 | 168 | 189 | 191 | 125 | 125 202 212 200 204
T08 114 | 116 | 114 | 114 | 142 | 146 | 110 | 124 | 152 | 162 | 189 | 191 | 125 | 125 206 212 200 204
T10 114 | 126 | 112 | 114 | 134 | 146 | 110 | 110 | 154 | 168 | 189 | 189 | 125 | 125 202 210 200 212
T15 114 | 114 | 112 | 114 | 146 | 150 0 0 152 | 168 | 183 | 189 | 125 | 125 206 212 200 208
T16 114 | 114 | 112 | 114 0 0 126 | 126 | 152 | 152 | 183 | 187 | 125 | 125 206 212 200 208
T17 114 | 114 | 112 | 114 | 138 | 150 | 126 | 126 | 152 | 152 | 187 | 189 | 125 | 129 206 208 208 216
T18 114 | 114 0 0 146 | 146 | 110 | 116 | 152 | 156 | 185 | 187 | 125 | 125 0 0 204 208
T19 114 | 120 0 0 138 | 146 0 0 150 | 152 | 183 | 187 | 125 | 125 202 202 204 208
T20 114 | 126 0 0 142 | 134 0 0 154 | 154 | 189 | 193 | 125 | 129 206 210 204 212
T21 114 | 126 | 112 | 114 | 146 | 150 0 0 152 | 168 | 189 | 193 | 125 | 125 208 214 200 216
T22 120 | 126 0 0 146 | 146 0 0 152 | 164 | 193 | 193 | 125 | 125 210 212 208 216
T23 116 | 124 | 112 | 112 | 146 | 146 | 110 | 122 | 150 | 150 | 193 | 193 | 125 | 125 210 212 208 220
T24 114 | 114 0 0 146 | 150 0 0 156 | 162 | 187 | 191 | 125 | 125 210 212 200 216
T25 114 | 118 | 112 | 114 | 134 | 134 0 0 152 | 154 | 187 | 191 | 125 | 125 206 208 204 208
T26 112 | 120 | 112 | 114 | 142 | 142 0 0 152 | 164 | 193 | 193 | 125 | 125 210 212 204 208
T39 114 | 116 | 114 | 116 | 134 | 138 | 116 | 134 | 152 | 166 | 187 | 189 | 125 | 125 0 0 212 216
T40 0 0 0 0 134 | 146 | 128 | 128 | 152 | 152 | 185 | 197 | 125 | 125 0 0 208 216




Frecuencias alélicas

Se obtuvieron las frecuencias alélicas promedio por cada locus para la poblacion de
jaguares cautivos. Para los 20 jaguares analizados y los 9 microsatélites se encontré un
promedio de alelos por locus de 5.67, encontrandose el mayor nimero de alelos para el
locus FCA 224 y el menor para el FCA 736. El promedio de la heterocigocidad observada
general fue de 0,687, mas elevada que el de la heterocigocidad esperada 0,684. Los locus
FCA 391 y FCA 220 presentaron los valores mas altos de heterocigocidad e informacion
de contenido polimérfico (PIC) y el locus con menor heterocigocidad y PIC fuel el FCA736.
En cuanto a la probabilidad de presentacion de alelos nulos se encontré la probabilidad
mas alta para el locus FCA 008. Se obtuvieron los valores de alelos heterocigotos y
homocigotos por cada locus asi como la frecuencia de presentacion incluyendo y

excluyendo la probabilidad de presentacion de alelos nulos (Tabla 5y 6)

Tabla 5. Valores promedios de heterocigocidad observada y esperada, informacion de contenido

polimoérfico (PIC) y probabilidad de presentacion de alelos nulos por locus.

Locus k N HObs | HEsp PIC F (Nulos)
FCAO075 7 19 0.737 | 0.694 | 0.648 | -0.0393
FCA043 3 14 0.786 | 0.595 | 0.491 | -0.1779
FCA441 5 19 0.684 | 0.752 | 0.695 | +0.0391
FCA008 7 11 0.545 | 0.801 | 0.732 | +0.1692
FCA224 8 19 0.737 | 0.782 | 0.737 | +0.0075
FCA096 7 20 0.700 | 0.803 | 0.753 | +0.0580
FCA736 2 19 0.105 | 0.102 | 0.095 | -0.0178
FCA220 6 17 0.941 | 0.816 | 0.761 | -0.0939
FCA391 6 19 0.947 | 0.815 | 0.762 | -0.0905

Promedio 5,6 17,444 | 0,687 | 0,684 | 0,630 -0,016
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Tabla 6. Frecuencias alélicas de heterocigotos y homocigotos por locus.

Alelos | Numero | Heterocigotos | Homocigotos | Frecuencia | Frecuencia con alelos nulos
112 1 1 0 0,0263 0,0266
114 20 10 5 0,5263 0,5398
116 4 4 0 0,1053 0,1113
FCAOQ75 118 1 1 0 0,0263 0,0266
120 3 3 0 0,0789 0,0822
124 5 5 0 0,1316 0,1414
126 4 4 0 0,1053 0,1113
112 10 8 1 0,3571 0,3856
FCA043 114 15 11 2 0,5357 0,6825
116 3 3 0 0,1071 0,1098
134 7 5 1 0,1842 0,1725
138 3 3 0 0,0789 0,0822
FCA441 142 6 4 1 0,1579 0,1414
146 16 8 4 0,4211 0,3922
150 6 6 0 0,1579 0,1725
110 8 4 2 0,3636 0,3143
116 2 2 0 0,0909 0,0926
122 1 1 0 0,0455 0,0452
FCA008 124 2 2 0 0,0909 0,0926
126 6 2 2 0,2727 0,1958
128 2 0 1 0,0909 0,0452
134 1 1 0 0,0455 0,0452
150 3 1 1 0,0789 0,0541
152 16 10 3 0,4211 0,438
154 6 4 1 0,1579 0,1416
156 2 2 0 0,0526 0,0541
RO, 162 3 3 0 0,0789 0,0823
164 2 2 0 0,0526 0,0541
166 1 1 0 0,0263 0,0267
168 5 5 0 0,1316 0,1416
183 3 3 0 0,075 0,0778
185 2 2 0 0,05 0,0511
187 7 7 0 0,175 0,193
FCA096 189 14 8 3 0,35 0,3278
191 5 5 0 0,125 0,1335
193 8 2 3 0,2 0,1335
197 1 1 0 0,025 0,0252
125 36 2 17 0,9474 0,9627
FCAT36 159 2 2 0 0,0526 0,054
202 5 3 1 0,1471 0,1243
206 7 7 0 0,2059 0,2307
208 4 4 0 0,1176 0,1243
FCA220 210 7 7 0 0,2059 0,2307
212 10 10 0 0,2941 0,3543
214 1 1 0 0,0294 0,0296
200 9 7 1 0,2368 0,2368
204 8 8 0 0,2105 0,2368
208 10 10 0 0,2632 0,3086
FCA391 212 4 4 0 0,1053 0,1105
216 6 6 0 0,1579 0,1713
220 1 1 0 0,0263 0,0264
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Con la informacién recopilada se graficaron las frecuencias alélicas por cada microsatélite
donde se puede observar el tamafio en el eje X y la frecuencia alélica en el eje Y; el color
de la barra indica el flouromarcaje que recibié cada microsatélite asi: Rojo para PET, Azul
para 6-FAM, Verde para VIC y Amarillo para NED.

Para el microsatélite Fca 075 se encontraron 7 alelos siendo el 114 el mas frecuente, con
un 52.6%. Para el microsatélite Fca 441 se encontraron 5 alelos siendo el 146 el mas
frecuente con un 42.1%, seguido por el 134 con el 18.4% y el 150 con el 15.7%. Para el
microsatélite Fca 220 se encontraron 6 alelos siendo el 212 el mas frecuente con un 29.4%,
seguido por el 206 y 210 con el 20.6% respectivamente (Figura 9).

Para el microsatélite Fca 043 se encontraron 3 alelos siendo el 114 el més frecuente con
un 53.5%, seguido por el 112 con el 35.7% vy el 116 con el 10.7%. Para el microsatélite
Fca 224 se encontraron 8 alelos siendo el 152 el més frecuente con un 42.1%, seguido por
el 154 con el 15.7. Para el microsatélite Fca 736 se encontraron 2 alelos siendo el 125 el
mas frecuente con un 94.7%, seguido por el 129 con el 5.3% (Figura 10).

Para el microsatélite Fca 008 se encontraron 7 alelos siendo el 110 el méas frecuente con
un 36.3%, seguido por el 126 con el 27.2%. Para el microsatélite Fca 096 se encontraron
7 alelos siendo el 189 el mas frecuente con un 35%, seguido por el 193 con el 20 % y el
187 con el 17.5%.Para el microsatélite Fca 391 se encontraron 6 alelos siendo el 208 el
mas frecuente con un 26.3%, seguido por el 200 con el 23.6% y el 204 con el 21% (Figura
11).
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Figura 10, Frecuencias alélicas encontradas para el microsatélite Fca 043, Fca 224 y Fca 736
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Figura 11. Frecuencias alélicas encontradas para el microsatélite Fca 008, Fca 096 y Fca 391
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Equilibrio Hardy-Weinberg

El equilibrio Hardy-Weinberg es un modelo en el que se plantea que todas las poblaciones
con una segregacion de caracteres mendelianos AA, Aa, Aa y aa, después del paso de
multiples generaciones deberian seguir conservando las probabilidades de distribucion
original si la reproduccion ocurre al azar y que los sexos estan distribuidos entre las tres
variedades de caracteres y que todos son igualmente fértiles (Hardy, 1908). Es decir que
al cabo del tiempo la poblacién se conservara en éste equilibrio y se vera reflejado en los
locus analizados a menos de que ocurran desviaciones que alteren la distribucion como el
efecto de las subdivisiones poblacionales, endogamia, presencia de alelos nulos, seleccién
natural a favor de la homocigicis y la deriva genética (Ruiz-Garcia et al, 2006). En éste
estudio se realizé el test de probabilidad para cada locus encontrandose exceso de
homocigotos para los locus FCA 441, FCA 008, FCA 224 y FCA096 mediante los
estimados de Fis de Weir & Cockerham's (1984) (W&C), y Robertson & Hill's (1984) (R&H),
sin embargo el método de Fisher resultdé no ser significativo para el exceso de homocigotos
(Chi2:18.9872 GL: 18.0000, P=0.3926). Los valores exactos de P fueron calculados
empleando el algoritmo de la cadena de Markov donde no se encontraron diferencias
significativas para los locus analizados indicando que los locus analizados se encuentran
en equilibrio Hardy —~Weinberg (Tabla 7).

Consanguinidad

Al asumir el equilibro Hardy-Weinberg se calcul6 el estadistico poblacional Fis, el cual se
determina con (Hs - Hi)/Hs Siendo Hs el promedio de la heterocigocidad observada y Hi; el
promedio de la heterocigocidad esperada. En otras palabras es igual a la reduccién en la
heterocigocidad relacionada a la consanguinidad por endogamia. Para esta poblaciéon se
encontré un exceso de heterocigotos en los locus FCAQ75, FCA043, FCA736, FCA220 y
FCA391 mediante los estimados de Fis de Weir & Cockerham's (1984) (W&C), y Robertson
& Hill's (1984) (R&H), asi mismo el resultado obtenido para el promedio de Fis para la
poblacién fue (Fis W&C= -0,0157) y (Fis R&H=-0,0109) (Tabla 7).

Desequilibrio por ligamiento

No se encontraron diferencias significativas para la prueba de desequilibrio por ligamiento
donde se acepté Ho= “Los genotipos de un locus son independientes del genotipo de los
otros” lo cual quiere decir que cada locus, al ser independiente de los otros, se puede
emplear como determinadores de la diversidad genética de la poblacion.
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Tabla 7. Test exacto de equilibrio Hardy-Weinberg, donde se presenta valores P, error estandar (SE) y
estima de Fis por los métodos de Weir & Cockerham's (1984) (W&C), y Robertson & Hill's (1984)
(R&H).

Fis
Locus P S.E. W&C R&H Pasos
FCAQ75 0,6225 0,0199 -0,0633 | -0,0579 6904
FCA043 0,2752 0,0045 -0,3364 | -0,2385 29246
FCA441 0,5221 0,0075 0,0930 0,0584 25321
FCAO008 0,1275 0,0107 0,3296 0,2542 5850
FCA224 7,02E-01 0,0176 0,0597 0,0828 7100
FCA096 5,17E-02 | 6,10E-03 | 0,1307 0,0569 11492
FCA736 1,00E+04 | 0,00E+00 | -0,0286 | -0,0293 2812
FCA220 2,82E-01 1,06E-02 -0,1584 | -0,0925 17109
FCA391 6,45E-01 8,80E-03 -0,1676 | -0,1321 | 1,81E+04
Promedio -0,0157 | -0,0109

3.4.3 Pedigri

Maternidad

Los analisis de verosimilitud obtenidos en CERVUS resultaron con asignamientos de la
maternidad con desconocimiento del padre en un 34% para el intervalo de confianza
estricto al 95% (LOD critico=4) y con un 100% de asignamientos para el intervalo flexible
al 85%. Los asignamientos de maternidad con conocimiento del padre fueron de un 84%
para el intervalo de confianza estricto al 95% (LOD=2.05). Solo se conacia el padre (T5)
de los individuos T7, T8, y el padre (T3) de T10. Los asignamientos se realizaron segun el
puntaje LOD pareado (Tabla 8).
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Tabla 8. Asignacion de maternidad de jaguares (Panthera onca) (n=20) con el programa CERVUS

basados en el valor Par LOD Score. * Intervalo al 85%, *** Intervalo al 95%

£ 2 8.2 o 5.1 3s a v £
e | ¢ | BE3 | Es2f | S¢ | gE| o |3E| 3% | 2¢ |:E| 8
2| 2| 585 | s°8 | ®% |s3|g|%E|es| 8% |fE| =
g 565 | Siz | 2 |oB| T | g8 gz | 5% |E8| ¢
o £5C ) . g | &° . &
T15 8 1,89E+13 1,89E+13 0 T8 9 8 0 -6,41E+13 * 0
T16 8 5,89E+12 5,89E+12 0 T15 8 7 0 3,60E+14 * 0
T17 9 2,80E+12 2,80E+12 0 T21 8 8 0 9,67E+13 * 0
T18 7 7,54E+12 7,54E+12 0 T19 7 6 0 7,63E+13 * 0
T19 7 4,08E+12 4,08E+12 0 T15 8 7 1 -3,79E+14 * 0
T24 7 3,79E+12 3,79E+12 0 T8 9 7 0 1,21E+14 * 0
T23 9 2,14E+11 2,14E+11 0 T19 7 7 3 -9,75E+14 * 0
T5 9 1,45E+12 1,45E+12 0 T8 9 9 0 2,71E+14 * 0
T6 9 2,56E+12 2,56E+12 0 T25 8 8 1 -3,16E+14 * 0
T7 9 9,40E+12 1,87E+11 3,63E+14 T6 9 9 0 3,45E+14 el 6,86E+14
T8 9 1,11E+13 1,19E+11 2,71E+14 T6 9 9 0 2,91E+14 ok 7,38E+14
T10 9 4,03E+12 4,03E+12 0 T6 9 9 0 2,61E+14 * 0
T20 7 3,95E+12 3,95E+12 0 T10 9 7 0 3,25E+14 * 0
T39 8 2,15E+12 2,15E+12 0 T19 7 6 1 -3,60E+14 * 0
T40 6 9,32E+11 9,32E+11 0 T25 8 5 1 -2,76E+14 * 0
T21 8 7,72E+12 7,72E+12 0 T10 9 8 1 -2,15E+14 * 0
T22 7 2,88E+12 2,88E+12 0 T21 8 7 1 -1,99E+14 * 0
T25 8 4,34E+12 4,34E+12 0 T40 6 5 1 -2,76E+14 * 0
T26 8 8,07E+11 8,07E+11 0 T8 9 8 2 -7,21E+14 * 0
T3 5 2,14E+13 2,14E+13 0 T10 9 5 0 9,56E+13 * 0
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Paternidad

Los andlisis de verosimilitud obtenidos en CERVUS resultaron con asignamientos de
paternidad con desconocimiento de la madre en un 32% para el intervalo de confianza
estricto al 95% (LOD critico=4) y con un 100% de asignamientos para el intervalo flexible
al 85%. Los asignamientos de paternidad con conocimiento de la madre fueron de un 81%
para el intervalo de confianza estricto al 95% (LOD=2.05). Solo se conocia la madre (T6)
de los individuos T7, T8, T10. Los asignamientos se realizaron segun el puntaje LOD
pareado (Tabla 9).

Tabla 9. Asignacion de paternidad de jaguares (Panthera onca) (n=20) con el programa CERVUS
basados en el valor Par LOD Score. * Intervalo al 85%, *** Intervalo al 95%

% E g g E E’ o 8 o ] o & oc . 8 o S < 8
0% | 3|53 2038y o8 |55|%|=%8 09 2% |8 se
"8 | 8| 8°%8 |2°%28 g5 |ZT|5|TSE sy EF |sE| £

g g ex | & g% | &% |78 emgaedq F% | ES| 3
T15 8 1,89E+13 1,89E+13 0 T16 8 7 0 3,60E+14 * 0
T16 8 5,89E+12 5,89E+12 0 T17 9 8 0 2,79E+14 * 0
T17 9 2,80E+12 2,80E+12 0 T16 8 8 0 2,79E+14 G 0
T18 7 7,54E+12 7,54E+12 0 T16 8 6 1 -2,76E+14 * 0
T19 7 4,08E+12 4,08E+12 0 T18 7 6 0 7,63E+13 * 0
T24 7 3,79E+12 3,79E+12 0 T18 7 6 1 -1,17E+14 * 0
T23 9 2,14E+11 2,14E+11 0 T22 7 7 2 -4,67E+14 * 0
T5 9 1,45E+12 1,45E+12 0 T3 5 5 0 1,22E+14 * 0
T6 9 2,56E+12 2,56E+12 0 T7 9 9 0 3,45E+14 * 0
T7 9 9,40E+12 9,13E+10 3,45E+14 T5 9 9 0 3,63E+14 whx 7,04E+14
T8 9 1,11E+13 7,95E+10 2,91E+14 T5 9 9 0 2,71E+14 Lz 7,18E+14
T10 9 4,03E+12 5,09E+10 2,61E+14 T3 5 5 0 9,56E+13 il 591E+11
T20 7 3,95E+12 3,95E+12 0 T3 5 4 0 8,84E+13 * 0
T39 8 2,15E+12 2,15E+12 0 T3 5 4 0 -8,12E+13 * 0
T40 6 9,32E+11 9,32E+11 0 T18 7 6 1 -1,98E+14 * 0
T21 8 7,72E+12 7,72E+12 0 T17 9 8 0 9,67E+13 * 0
T22 7 2,88E+12 2,88E+12 0 T26 8 7 1 1,19E+14 * 0
T25 8 4,34E+12 4,34E+12 0 T16 8 7 0 8,14E+13 * 0
T26 8 8,07E+11 8,07E+11 0 T22 7 7 1 1,19E+14 * 0
T3 5 2,14E+13 2,14E+13 0 T5 9 5 0 1,22E+14 * 0




75

Parentesco

Se obtuvieron las probabilidades de relacion y parentesco asignadas por KINSHIP para
probar H; Rp=0.5 y Rm=0.5 vs Ho Rp=0 y Rm=0 a un nivel de significancia a=0.05, 0.01 y
0.001, lo cual quiere decir que al encontrar relaciones significativas y altamente
significativas se acepta H; donde Rp y Rm= 0.5 es la probabilidad de que dos individuos
presenten una relacion de primer grado ya sea padre y/o madre de hijo/hija o relacién de
hermano(a)/hermana(o). En los resultados obtenidos en las simulaciones encontraron
relaciones significativas (p<0.05) en 6 parejas de jaguares, relaciones altamente
significativas (p<0.01) en tres parejas y relaciones altamente significativas (p<0.001) para
11 parejas (Tabla 10).

Tabla 10. Célculos de verosimilitud de parentesco y relaciéon de jaguares (Panthera onca) cautivos
(n=20) por medio de KINSHIP en 10000 simulaciones.* relacion significativa (p<0.05), ** relacion
altamente significativa (p<0.01), *** altamente significativa (p<0.001)

KINSHIP | Valor P
T23 T22 2,06E+05 *
T8 T7 2,39E+05 *
T20 T10 2,72E+05 *
T24 T22 3,18E+05 *
T19 T22 3,54E+05 *
T7 T10 1,08E+06 *
T15 T21 2,89E+06 *x
T15 T16 5,68E+06 *x
T10 T6 8,54E+06 *x
T6 T7 1,74E+07 ekl
T5 T7 1,74E+07 ok
T8 T6 1,80E+07 ok
T16 T17 3,64E+07 ok
T17 T20 1,41E+08 f
T19 T26 2,11E+08 ok
T24 T18 4,77E+10 ok
T39 T18 1,02E+11 ok
T5 T8 4,21E+11 ek
T40 T18 4,34E+12 ok
T26 T22 5,68E+13 ok
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Teniendo en cuenta la informacion de los registros del Studbook, las asignaciones de
paternidades y maternidades por el programa CERVUS vy las relaciones de parentesco
obtenidas por KINSHIP, se realizé la construccién del pedigri para la poblacion de jaguares
cautivos en parques zooldgicos de Colombia (Figura 19). Al realizar la construccion del
pedigri se encontré6 una gran asociacion entre los animales presentes en el zoolbgico
Matecafia y Santafé. Se pudo determinar una alta relacién genética entre los jaguares
presentes en la Fundacion Zoolbgico Santacruz y ademas se encontraron conexiones en
los registros del Studbook entre éste zoologico y los zooldgicos de Piscilago, Barranquilla
y Jaime Duque. En cuanto a la fundacién zool6gico de Cali se encontraron relaciones a
partir de registros en sus colecciones histéricas. En cuanto a los jaguares que se
encuentran en los Ocarros no se encontraron asociaciones con otros individuos de la
poblacién cautiva en Colombia.

En resumen se asignaron por medio del programa CERVUS, 4 maternidades (T15, T25, y
T19 en dos ocasiones) y 5 paternidades (T17, T26, T3 y T16 en dos ocasiones). Se
asignaron tanto por CERVUS como por KINSHIP 4 paternidades (p<0.001) (T17, T18y T5
en dos ocasiones) y una maternidad (T6). Asi mismo se asignaron 4 maternidades por
KINSHIP (p<0.01) para dos individuos (T15 en dos ocasiones y T6 en dos ocasiones). Se
encontré una relacién significativa (p<0.05) por medio de KINSHIP entre el jaguar T17 y
los jaguares T23, T19y T24 (Figura 12).

En la Tabla 11 se puede observar como ejemplo la segregacion mendeliana de los alelos
en una prueba de paternidad y maternidad en jaguares (Panthera onca) empleando 9
microsatélites asignada por CERVUS con una relaciéon altamente significativa (p<0.001)
encontrada en el programa KINSHIP entre padre e hijo y altamente significativa (p<0.01)
entre madre e hijo El trio completo estd compuesto por el padre (T5), la madre (T6) y el
hijo (T7). Se presentan los resultados graficamente mediante los cromatogramas de cada
sistema de microsatélites empleados y numéricamente resaltando en gris el tamafio de los
alelos heredados.

Posteriormente se actualizd el Studbook regional de Jaguares para Colombia donde se
incluyeron las paternidades y maternidades que fueron asignadas por CERVUS que
presentaron un cotejo exacto y relaciones por Kinship (p<0.001), no se incluyeron ni
maternidades ni paternidades donde se presentaron parejas de locus sin coincidir, y los
reportes de los afios de nacimiento. (Tabla 12).
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Tabla 11. Prueba de paternidad y maternidad en jaguares (Panthera onca) asignada por el programa CERVUS con una relacion altamente
significativa (p<0.001) encontrada en el programa KINSHIP entre individuos de un trio completo de padre madre e hijo, empleando 9
microsatélites.
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Tabla 12. Studbook Regional de Jaguares (Panthera onca) para Colombia 2011. Paternidades y
***Maternidades asignadas por CERVUS y KINSHIP (p<0.001)

Studbook Regional de Jaguares (Panthera onca) para Colombia 2011

Stud. # Nombre Sexo Fecha de Afio Padre Madre Evento Ubicacion Dia Mes Afio
Nacimiento

Tl DIABLO M = 1967 SILVESTRE SILVESTRE Captura ANTIOQUIA = 1967
Transferencia SANTAFE = 1968
Muerte = 1990
T2 DIABLA H =~ 1967 SILVESTRE SILVESTRE Captura ANTIOQUIA ~ 1970
Transferencia SANTAFE ~ 1971
Muerte ~ 1990
T3 JOSE M = 1979 T1 T2 Nacimiento SANTAFE = 1979
Transferencia SANTACRUZ = 1980
Muerte = 2005
T4 CONGA H -~ 1979 T1 T2 Nacimiento SANTAFE ~ 1979
Transferencia SANTACRUZ ~ 1983
Prestamo CALI ~ 2003
Muerte ~ 2004
T5 IVAN M = 1975 SILVESTRE SILVESTRE Captura COLOMBIA = 1975
Transferencia SANTACRUZ = 1977
Muerte = 2006
T6 LINA H ~ 1975 SILVESTRE SILVESTRE Captura COLOMBIA ~ 1975
Transferencia SANTACRUZ ~ 1976
Muerte ~10 May 2008
T7 NOVY M ~29 Nov 1994 T5 ¥ TE** Nacimiento SANTACRUZ =72 Nov 1994
T8 MAFFY H ~29 Apr 1996 TE** TE** Nacimiento SANTACRUZ ~29 Apr 1996
T9 BUFFY H ~29 Apr 1996 T5 T6 Nacimiento SANTACRUZ =72 Apr 1996
Transferencia JAIME DUQUE = 2000
T10 MILENA H ~ 2Jan 2000 T3+ TE** Nacimiento SANTACRUZ ~2 Jan 2000
arikil BOCHICA M = 1996 15 T6 Nacimiento SANTACRUZ = 1996
Transferencia PISCILAGO =25 Dec 1997
Muerte ~30 Apr 2004
T12 BAGHEERA H ~ 1996 T3 T6 Nacimiento SANTACRUZ ~ 1996
Transferencia PISCILAGO ~1 Mar 1998
T13 PECAS H ~ 4 Mar 1999 Ti1 T12 Nacimiento PISCILAGO ~4 Mar 1999
T14 MARYURI H ~ 4 Mar 1999 T11 T12 Nacimiento PISCILAGO ~4 Mar 1999
Transferencia MATECANA ~15 Jan 2001
Muerte ~ 2007
T15 SAMARA H = 1999 SILVESTRE SILVESTRE Nacimiento MATECANA = 1998
T16 PERSEO M ~ 1998 T17%* T15%* Nacimiento MATECANA ~ 1998
T17 MORGAN M = 1998 SILVESTRE SILVESTRE Captura MATECANA = 1998
T18 MUNECO M ~ 1998 T16%* T19* Nacimiento MATECANA ~ 1998
T19 MUNECA H = 1998 DESCONOCIDO T15%* Nacimiento MATECANA = 1998
T20 JUNIOR M ~ 2000 T3 DESCONOCIDO Nacimiento AMAZONASC ~ 2000
Transferencia PISCILAGO ~6 Aug 2007
T21 NINA H ~ 9 Aug 2003 T22 T35 Nacimiento SANTAFE = Aug 2003
T22 JIMMY M ~15 Jun 1997 T26*** DESCONOCIDO Nacimiento ANTIOQUIA ~15 Jun 1997
Transferencia SANTAFE ~16 Jun 1997
T23 SAPORRA H = 1990 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE = 1990
Muerte = 2006
T24 LA NEGRA H ~ 1986 T1 T2 Nacimiento SANTAFE ~ 1986
Muerte ~ 2006
T25 CHIQUI H = 2000 T16™* DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE = 2000
Transferencia ~9 Aug 2003
T26 PACHO M ~15 Jun 1994 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE ~15 Jun 1994
Transferencia ~16 Mar 2001
T27 MANCHAS M = 1992 SILVESTRE SILVESTRE Captura COLOMBIA = 1992
Transferencia JAIME DUQUE = 1993
T28 ORION M ~22 Jun 2002 T27 T9 Nacimiento JAIME DUQUE ~22 Jun 2002
T29 SHERKAN M = 2000 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento MATECANA = 2000
Transferencia META =& Jul 2003
T30 SHAKIRA H ~ 2000 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento MATECANA ~ 2000
Transferencia OCARROS ~3 Jul 2003
T31 LUNA H = 2004 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento OCARROS = 2004
T32 REBOLO M ~1Jul 1991 SILVESTRE SILVESTRE Captura COLOMBIA ~1 Jul 1991
Transferencia BARRANQULLA ~ 1992
T33 COSTENA H ~1Jul 1990 SILVESTRE SILVESTRE Captura COLOMBIA =il Jul 1990
Transferencia BARRANQULLA = 1991
T34 LA NEGRA H ~11 May 1997 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTACRUZ ~11 May 1997
Transferencia BARRANQULLA ~20 Jul 1999
T35 ONIX H = 2000 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE = 2000
Transferencia ~16 Mar 2001
T36 NEGRO1 M ~15 Jun 1980 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTACRUZ ~15 Jun 1980
Transferencia SANTAFE ~29 Jun 1990
Muerte ~3 Jan 2003
T37 NEGRO2 M = 1990 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento DESCONOCIDO = 1990
Muerte SANTAFE =il May 2002
T38 CORRONCHO M ~ 1990 DESCONOCIDO DESCONOCIDO Nacimiento SANTAFE ~ 1990
Muerte ~10 Jan 2002

T39 JUANGO M T19%* DESCONOCIDO Nacimiento DESCONOCIDO

Muerte
T40 JULIA H T1g** T25%* Nacimiento DESCONOCIDO
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3.5 Discusion

En este estudio se pudo demostrar que la poblacion de jaguares cautivo en parques
zooldégicos de Colombia es una poblacién que presenta una alta variabilidad genética y
gue es una poblacién con las condiciones necesarias para ser un importante modelo como
reservorio genético para revitalizar poblaciones naturales dado el caso de que estas se
encuentren aisladas y presenten bajos niveles de diversidad genética.

En cuanto al analisis genético a partir del Studbook regional de Jaguares se pudo
determinar que en cuanto a la media de parentesco (MK) promedio (MK=0,217) que los
valores encontrados para la poblacién cautiva en Colombia son menores que el MK
reportado por Drury (1995) para los jaguares cautivos en Europa (MK=0,238) lo que ofrece
un gran indicativo como potencial futuro para reducir y/o prevenir eventos de
consanguinidad. Se encontré que existe representacién y contribucién genética de los
fundadores provenientes de vida silvestre en la poblacién actual debido a la cria en
cautiverio.

En cuanto a la diversidad genética segun los registros encontrados en el Studbook regional
se encontrd una clara tendencia de aumento pasando del 50% en el afio 1994 al 72% en
el afio de 1996 y llegando cerca del 78% en el aflo 2002, debido a los procesos
reproductivos y nacimientos ocurridos en éste lapso de tiempo. En cuanto a la diversidad
genética en el analisis de microsatélites se encontré que esta en el orden del 68% resultado
gue se encuentra entre los niveles reportados por Eizirick (2001) donde report6 niveles de
diversidad genética entre el 62% y 73% y contrasta con Ruiz-Garcia ( 2006) el cual reportd
un nivel de diversidad del 84%. Debido a esto se puede determinar que la diversidad
genética de los jaguares cautivos en Colombia se encuentra en un nivel alto, sin embargo
es necesario seguir los lineamientos de manejo poblacional reproductivo para la especie y
asi llegar a un nivel cercano al 90% y mantenerlo por un periodo de 100 afios como es
planteado en los planes de supervivencia de especies (Ballou et al, 1996)

En cuanto a los analisis de los microsatélites realizados se encontraron un menor nimero
de alelos por locus FCA96 (7 alelos), FCAQO8 (7 alelos), FCA391 (6 alelos) que los
reportados por Ruiz-Garcia et al. (2001), donde se encontré un nimero de alelos mayor
para FCA96 (15 alelos), FCA08 (15 alelos), FCA391 (13 alelos) y por Ruiz-Garcia et al.
(2006) donde se encontr6 para Fca96 (13 alelos), Fca08 (13 alelos), Fca391 (13 alelos).
En cuanto al locus Fca96 se han reportado alelos de 185pb 187pb y 189pb, en jaguares
amazonicos de la subespecie (Panthera onca onca) y de 183pb en Guatemala de la
subespecie (Panthera onca goldmani) (Ruiz-Garcia et al. 2006) los cuales fueron
encontrados en este estudio con una frecuencia alélica asi: 185 pb =0.05, 187pb=0.175,
189 pb=0.35y para el de 183 pb=0.075 encontrado s6lo en los T15, T16 y T19 ubicados
en el Zoolégico Matecafia. En cuanto al locus Fca391 se reportd un alelo de 205pb solo
en jaguares de Peru (Ruiz-Garcia et al. 2006) encontrado en este estudio en 8 ejemplares
con una frecuencia alélica de 0.21. En cuanto al locus Fca008 se report6 un alelo de 124pb
solo en jaguares de la Amazonia central (Ruiz-Garcia et al. 2006) encontrado en este
estudio en 2 ejemplares con una frecuencia alélica de 0.09, en los ejemplares T5 y T8
ubicados en la Fundacién Zoolégico Santacruz. Lo cual quiere decir que la poblacion de
jaguares cautivos en Colombia estd compuesta y hay representacion de tres subespecies
con un mayor predominio del jaguar amazoénico Panthera onca onca (Pocock, 1939),
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seguida por el jaguar Peruano la Panthera onca ucayale (Nelson et al, 1933) y por altimo
Panthera onca centralis sin descartar la Panthera onca goldmani al haber encontrado
alelos de esta subespecie. En cuanto al tamafio de los alelos se encontré que el locus
Fcad441l present6 alelos de mayor tamafio que el valor reportado para gatos domésticos en
contra posicion el locus Fca736 presento alelos de menor tamafio que el valor reportado
para gatos domeésticos. Esto se debe principalmente a factores de especiacion donde en
el curso del tiempo y dependiendo principalmente de las tasas mutacionales ocurridas en
la divergencia de las especies, entre mayores sean las diferencias, mayores habran sido
el nimero de mutaciones ocurridas desde el ancestro comun (Hardy et al, 2003), en ésta
caso se muestra claramente un diferencia importante que ocurre entre el gato doméstico
y el jaguar.

En éste estudio se encontré que, para los locus analizados en la poblacion de estudio,
existe equilibrio Hardy-Weinberg lo cual contrasta con lo encontrado por Ruiz-Garcia et al.
(2003, 2006) quien reportd la inexistencia de equilibrio Hardy-Weinberg por exceso de
homocigotos el cual fue atribuido a un efecto de subdivisién poblacional o efecto Wahlund
(Ruiz-Garcia et al. 2006). Por otro lado, Eizirk (2001) reporté desviaciones del equilibrio
Hardy—Weinberg en 6 locus de 29 analizados en la poblacion de jaguares en el norte de
América del sur (sin incluir animales de Colombia), sin embargo después de la correccion
secuencial de Bonferroni aplicada sélo un locus mantuvo el desequilibrio. Asi, la estima de
equilibrio Hardy—-Weinberg es un punto que necesita un mayor abordaje con el fin de
clarificar y determinar si el desequilibrio encontrado por Ruiz Garcia se debe al efecto de
subdivisiones poblacionales o efecto Wahlund o si este hallazgo es un reflejo dependiente
de los locus analizados. Sin embargo, a pesar que en éste estudio se encontrara la
existencia del equilibrio para los locus analizados, el tamafio de la muestra es reducido por
lo tanto la inferencia no podria ser extrapolada ampliamente a las poblaciones de jaguares
silvestres. De ésta forma seria importante continuar ésta clase de analisis en
investigaciones futuras.

En cuanto a la determinacién de la heterogeneidad genética mediante los estadisticos
FST y RST no pudo realizarse ya que los resultados determinaron que los animales
muestreados son representantes de una sola poblacion lo que indica la alta similitud entre
las poblaciones de jaguares cautivos en Colombia a pesar de encontrar alelos
caracteristicos de los diferentes acervos genéticos estudiados.

Los resultados del andlisis genético del Studbook Regional de Jaguares para Colombia en
el programa PM2000 muestra claramente que segun los registros en cuanto a la
consanguinidad el valor maximo encontrado para F en Jaguares en Europa (F=0.08), valor
muy superior al encontrado en el Studbook de Jaguares para Colombia (F=0.0179), evento
gue solo se registra a partir del afio de 1998. Sin embargo posterior al analisis empleando
los microsatélites se pudo determinar mediante el calculo del estadistico Fis como un
determinante de la consanguinidad de la poblacion basandose en datos de analisis de ADN
contrasta con los resultados obtenidos en el analisis de registros para el coeficiente de
consanguinidad F. En cuanto al valor encontrado para Fis representa que en la poblacién
se encuentra exceso de heterocigotos el cual al ser promediado en todos los locus
analizados y al ser un valor negativo indica que la poblacién no se encuentra en endogamia
por el contrario se encuentra en exogamia. El valor Fis es negativo si la heterocigocidad
observada es mayor a la esperada, es decir que el promedio observado es mayor al
esperado. Las poblaciones endogamicas se caracterizan por un incremento en su
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homocigocis o una disminucion en su heterocigocidad, asi un valor negativo de Fis significa
gue existe un incremento en la heterocigosis y que la poblacién se encuentra en exogamia
(Allendorf et al. 2007).

Antes de realizar el estudio se conocia el origen del pedigri de la poblaciéon de jaguares
en un 28,9 % (n=11) después de la construccion del pedigri de la poblacién mediante el
andlisis con los microsatélites se llego a conocer el 55.3% (n=21) posterior a la asignacion
de paternidades y maternidades por el programa CERVUS y KINSHIP lo cual demuestra
una optimizacioén de la informacion en un 98% ofreciendo grandes ventajas del uso de los
microsatélites como un complemento en la actualizacion del Studbook. A partir de esto se
logro obtener un registro preciso sobre el origen de los ejemplares vivos en la poblacion el
cual podra ser empleado en los programas de manejo poblacional futuros involucrando
cruces controlados para evitar la presentacion de consanguinidad y asi mantener la
poblacion de jaguares como una poblacién variable en términos genéticos como modelo
de investigacion.

Para algunas especies donde las poblaciones silvestres se encuentran altamente
disminuidas, la supervivencia de la especie depende de la propagacion de animales
cautivos. En estos casos, el pool genético entero de una especie, representada por la
contribucién genética de los fundadores cautivos a siguientes generaciones de individuos
criados en cautiverio, se presenta como un sistema cerrado. En estos casos las nuevas
mutaciones que ocurren dentro de la poblacién, proveen la Unica nueva fuente de variacién
genética. Este proceso ocurre a una tasa extremadamente baja y provee cambios
significativos solo en largos intervalos de tiempo o cuando las poblaciones son
extremadamente grandes. En los casos en que las poblaciones silvestres se encuentran
estables en ndmero y distribucion que potencialmente pueden ser muestreadas y que
pueda proveer inmigrantes a la poblacién cautiva, éste acceso a nuevas fuentes de
variacién provee la oportunidad de preservar mayores proporciones de pool genético
silvestre, empleando menores individuos cautivos de una manera mayor que en
poblaciones cerradas. Es en este punto donde a partir del conocimiento histérico de las
poblaciones animales se pueden plantear soluciones concretas con fines de conservacion
para las especies al que el hombre ha puesto en amenaza como lo es el jaguar.

3.6 Conclusiones y Recomendaciones

La realizacion de programas de analisis genéticos en las colecciones presentes en
cautiverio contribuye a la conservacibn de especies amenazadas mediante el
mantenimiento de poblaciones viables como reservorios genéticos que pueden ser usados
periddicamente para reforzar, revitalizar o restablecer poblaciones cautivas y en casos
necesarios poblaciones silvestres con baja variabilidad genética. También permite la
identificacion de subespecies que aunque fenotipicamente parezcan similares tienen
origenes geograficos diferentes y han sufrido un proceso de especiacion particular

El alcance de la instauracion de programas de investigaciones genéticas en los parques
zoologicos y centros de rehabilitacion de fauna, contribuye al ordenamiento de las
colecciones cautivas, brindando herramientas claras frente al movimiento de especimenes
de un lugar a otro para garantizar procesos reproductivos eficientes y viables. Asi mismo,
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se contribuye a la liberacion de animales después de procesos de rehabilitacién en zonas
correspondientes al origen natural genético de sus congéneres.

La realizacion de un andlisis genético en una poblacion en cautiverio requiere de pasos
sisteméaticos para obtener la mayor cantidad de informacion posible como: la construccion
de un “pedigri” en la poblacion, la identificacion de parentales fundadores, la contribucién
genética de cada parental a toda la poblacién, el calculo de la pérdida de alelos debidos a
endogamia o efectos de “cuellos de botella”, célculos de coeficientes de consanguinidad y
realizacion de pruebas empleando marcadores moleculares. De esta manera se pueden
implementar las técnicas genéticas adecuadas para esclarecer los vacios de informacion
sobre ejemplares desconocidos.

En este estudio se realiz6 el primer andlisis de registros de jaguares cautivos en Colombia
donde se pudo obtener informacion relevante en cuanto a la identificacién de los individuos
fundadores de la poblacion y sus descendientes. Se obtuvieron estadisticos poblacionales
de importancia genética como la retencion alélica, determinando que es posible mediante
manejo reproductivo retener mas genes cercanos a las poblaciones silvestres provenientes
de los individuos fundadores.

Se establecieron los genotipos de los jaguares muestreados a partir del analisis de los
cromatogramas obtenidos después de la electroforesis en capilar. Se encontré que hubo
amplificacién de los fragmentos de ADN por medio de la PCR con las condiciones
establecidas.

Se realiz6 la construccion del pedigri de la poblacién de jaguares cautivos en los zoolbégicos
del pais lo cual permitird en un futuro tener un control més preciso sobre el destino,
movimiento y reproduccion de los ejemplares en un eventual plan de reproduccion.

Se establecieron las frecuencias alélicas y al determinar la presencia de equilibrio Hardy-
Weinberg en los locus analizados y al determinar que la poblacién esta en estado de
exogamia se puede inferir que la poblacion cautiva en parques zoolégicos de Colombia es
un reservorio genético que debe ser considerado en los planes nacionales de conservacion
para la especie en Colombia.
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A. Apéndice 1l

Procedimiento Salting Out
MATERIALES

Tubos Eppendorf de 1.5 ml

Micro-pipetas 2-20 20-200 200-1000
Hielo

Alcohol etilico al 70%

Agua DDE (destilada des ionizada estéril)
Solucion de descarte

Hipoclorito agua 2:1

EQUIPOS

Vortex
Micro centrifuga
Bafio seroldgico 65°C

REACTIVOS

Buffer de lisis de globulos rojos (155 mM NaH.Cl, 10 mM NaHCOs, 0.1m M EDTA pH 7.4-
8.0

Buffer de lisis de gldbulos rojos (10 mM Tris-Cl pH 8, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 8.2,
0.2% SDS, Solucion Salina (5nM Naci)

Isopropanol a -20°C

Etanol al 70% a -20°C

Buffer T.E 1X

PROCEDIMIENTO

Homogenizar por inversion el tubo con la muestra

Agregar 900 pl de buffer de lisis de GR

Adicionar 400 pl de la muestra de sangre

Tapar el tubo y mezclar por inversién de 5 a 6 veces suavemente, hasta observar
lisis de glébulos rojos

Centrifugar a 14000 rpm por 2 min

Descarta el sobrenadante en el recipiente con el hipoclorito y dejar 20 pl con el
pellet

Lavar 3 veces con 900 pul de buffer de lisis de GR

Re suspender el pellet con ayuda del vértex por 30 segundos

Adicionar 500 pl de buffer de lisis de GB y voértex por 20 segundos

0 Adicionar 500 pl de Naci 5M y vortex por 30 segundos

PR
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11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

21.
22.

Incubar 5 min en hielo

Centrifugar a 14000 rpm por 10 min

Transferir el sobrenadante a un nuevo eppendorff de 1.5 ml previamente marcado
con 500 pl de isopropanol, mezclar bien por inversién y observar la aparicion de la
mota blanca de ADN

Centrifugar a 14000 rpm por 5 min, EI DNA se observa como pellet blanco
Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 1 ml de Etanol al 70 %

Mezclar por inversion dos veces

Centrifugar a 14000 rpm por 2 min

Descartar el etanol cuidadosamente, evitando desprender el pellet

Sacar los restos de etanol Speed vac por 15 min a 55°C, a temperatura ambiente
por 60 minutos y a 37°C por 30 a 35 min

Re suspender con 100l de agua DDE o buffer TE e incubar a 65°C por 1 hora o
temperatura ambiente por toda la noche

Mezclar por inversion periédicamente

Almacenar el ADN a 4°C hasta el momento de la cuantificacion por
espectofotometria y el montaje de la PCR

Manual de Procedimientos Instituto de Genética Universidad Nacional de Colombia
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B. Apéndice 2

Cromatogramas de 9 microsatélites en jaguares cautivos (n=20)
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4. Capitulo 4

Reproductive Analysis of Male and Female Captive
Jaguars (Panthera onca) in a Colombian Zoological Park

Resumen

Se realiz6 la caracterizacion reproductiva de un grupo de jaguares cautivos (n=6) en las
instalaciones de la Fundacion Zooldgico Santa Cruz en Cundinamarca, Colombia,
mediante un andlisis longitudinal no invasivo de estradiol y progesterona en hembras y
testosterona en machos. En un periodo de un 1 afio dividido en cuatro épocas
climatolégicas las hembras confinadas en solitario fueron evaluadas con el objetivo de
caracterizar la actividad ovarica y determinar la presentacion de ovulaciones
espontaneas. En los machos la actividad testicular. En las hembras se realiz6 un
segundo seguimiento después de la aplicacion de un protocolo convencional de
gonadotropinas. La hormonas fueron extraidas de muestras de materia fecal de tres
hembras (n=3) y dos machos (n=2). La medicion de estradiol se realizé por medio de
radioinmunoanalisis (RIA) y la medicion de progesterona y testosterona por medio de
ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). EI modelo lineal de regresion de
efectos mixtos encontro diferencias significativas en las concentraciones de estadiol en
las diferentes estaciones (Chi square = 15.97, DF = 3, p < 0.01). Las comparaciones de
medias estacionales se realiz6 mediante el método de la diferencia significativa honesta
de Tukey (DSH), revelando diferencias significativas entre las estaciones: Sequia 1 vs.
Lluvias 2 (p < 0.01), Lluvias 1 vs. Lluvias 2 (p < 0.05), y Sequia 2 vs. Lluvias 2 (p < 0.05).
En las tres jaguares hembras se encontraron elevaciones de progesterona compatibles
con ovulaciones expontaneas y el modelo lineal de regresién de efectos mixtos también
encontré diferencias significativas en las concentraciones de progesterona en las
diferentes estaciones (Chi square = 28.56, DF = 3, p < 0.01). El DSH mostré diferencias
significativas solo entre las estaciones: Sequia 2 vs.Lluvias 2 (p < 0.01). La estacién con
el nivel promedio mas bajo fue lluvias 2 (Octubre, Noviembre, y Diciembre). Durante esta
estacion periodos de anestro fueron registrados entre 31 y 83 dias. Las tres hembra
mostraron picos de estradiol después de la administracion de gonadotropina coriénica
equina (eCG). El andlisis longitudinal no invasivo para los machos (Macho 1 y Macho 2)
no mostro diferencias significativas en el curso del afio de andlisis. El analisis seminal de
los tres machos adultos (Panthera onca) (n = 3) fue realizado por medio de
electroeyaculacion bajo anestesia general (Macho 1 and 2) y por lavado epididmal post
mortem (Macho 3). La concentracién media de espermatozoides encontrada fue 5.7 x 10°
+ 1.1 x 10° espermatozoides/ml. La motilidad progresiva promedio fue de 80 %. El
porcentaje de espermatozoides normales obtenidos por electro eyaculacién + desviacion
estandar (DS) fue 80 * 2.8%, y las anormalidades mas frecuentemente encontradas
fueron defectos de cabeza (7 + 1.4%). El fluido obtenido en el lavado epididimal mostré
35 + 1.4% de espermatozoides normales, y la anormalidad més frecuente fueron las
gotas citoplasméticas distales (39 £ 11.3%).
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Palabras claves: Jaguar, estradiol, progesterona, testosterona, espermatozoide,
endocrinologia.

Abstract

A reproductive analysis of a captive group of jaguars (Panthera onca) (n = 6) at the
Santacruz Zoological Foundation in Cundinamarca, Colombia, was conducted by
performing a longitudinal, noninvasive, hormonal analysis of estradiol and progestogens
in females and of androgens in males. During four seasons, female jaguars confined in
solitary were evaluated for ovarian activity and spontaneous ovulation, male jaguars for
testicular activity. A second hormonal follow-up was conducted in the females after
administration of gonadotropins. Hormones were extracted from fecal samples of three
females (n = 3) and two males (n = 2). Estradiol measurements were obtained by
radioimmunoassay (RIA) and progestogens by enzyme immunoassay (EIA). The linear
mixed-effect regression (LMER) showed that there was a significant effect of seasons in
the concentrations of estradiol (Chi square = 15.97, DF = 3, p < 0.01). Post hoc
comparisons of all pairs of seasonal means were conducted according to Tukey’s honest
significant difference (HSD), revealing significant differences between seasons: Dry 1 vs.
Rains 2 (p < 0.01), Rains 1 vs. Rains 2 (p < 0.05), and Dry 2 vs. Rains 2 (p < 0.05).
Elevations of progestogens compatible with spontaneous ovulation occurred in three
jaguars and the LMER showed that there was also a significant effect of seasons (Chi
square = 28.56, DF = 3, p < 0.01). Post hoc comparisons showed significant differences
only between seasons: Dry 2 vs. Rains 2 (p < 0.01). The season with the lowest average
concentration was Rains 2 (October, November, and December). During this season,
periods of anestrous were registered that lasted between 31 and 83 days. The three
females presented estradiol peaks after the administration of eCG. A noninvasive
longitudinal analysis for androgens was also made (Males 1 and 2) over the course of one
year, and no significant differences were found between the different seasons. A seminal
analysis of three adult male jaguars (Panthera onca) (n = 3) was also performed after
electro-ejaculation under general anesthesia (Male 1 and 2) and by a postmortem
epididymal wash (Male 3). The mean concentration of spermatozoids was 5.7 x 10° + 1.1
x 10° spermatozoa/ml. The progressive motility + SD averaged 80 %. The percentage of
normal spermatozoids obtained by electro-ejaculation was 80 + 2.8%, and the
abnormalities found more frequently were head defects (7 + 1.4%). The seminal fluid
obtained by epididymal flush contained 35 £ 1.4% normal spermatozoids, and the most
frequent abnormalities found corresponded to distal cytoplasmic droplets (39 + 11.3%).

Key words: Jaguar, estradiol, progesterone, testosterone, spermatozoa, endocrinology
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4.1 Introduction

The jaguar (Panthera onca) is the largest felid in the Americas. It is an emblematic animal
for different cultures and an umbrella species that when protected provides protection to
entire ecosystems. The jaguar is one of the most important top predators of Central and
South America and has maintained the balance of tropical rain forest ecosystems for
nearly three million years [1]. Nevertheless, this species has been classified as “near
threatened” on the International Union for Conservation of Nature (IUCN) red list due to
habitat reduction and fragmentation, illegal trafficking, and indiscriminate hunting [2].
Knowledge of the reproductive patterns of jaguars is a critical factor for predicting both the
sustainability of their wild populations and the viability of reproductive programs in
captivity [3].

Previous reproductive studies have focused on analyzing the seminal characteristics of
male jaguars in Colombia [6], the analysis of the sperm production [10-12], and the
interaction between endocrine and seminal level of jaguars in Brazil [7-9]. In female
jaguars the estrous and ovarian activity was reported by Wildt et al. (1979) [4]. A more
recent study by Barnes et al. (2015) characterized and manipulated the reproductive
cycles in female jaguars showing spontaneous ovulation in this species, and multiple
estrous cycles throughout the year and no notable seasonality. [5]. The hormonal
characterization of the reproductive cycles of females has been conducted using
noninvasive longitudinal monitoring techniques in feces of different species of felids in
captivity, including the jaguar [4, 5], lions (Panthera leo), tigers (Panthera tigris), caracals
(Caracal caracal), cheetahs (Acinonyx jubatus), and domestic cats (Felis catus) [13] to
evaluate hypophysis-gonad function in lions roaming free in the Serengeti savannah and
in the crater of the Ngorongoro [14, 15]. These noninvasive techniques permit learning
about the physiological reproductive condition of animals found in zoological collections,
with minimal human intervention, thus lowering animal stress and maintaining their well-
being [16]. Some studies have determined the comparative aspects of hormonal
metabolism and ovarian activity in leopard cats (Felis bengalensis), cheetahs, clouded
leopards (Neofelis nebulosa) and snow leopards (Uncia uncia) [16].

Techniques such as radioimmunoassay (RIA) and enzyme immunoassay (EIA) allows the
detection of hormonal metabolites. Its use has been successful in other felids such us
tigers, lions, and caracals [13]; snow leopards [17]; clouded leopards [18] [19]; cheetahs
[20]; ocelots (Leopardus pardalis) [21], margays (Leopardus wieddi) [21, 22], and oncilla
(Leopardus tigrinus) [21] and jaguars [5, 8, 9]. Other studies have been conducted to
evaluate the action of equine chorionic gonadotropin (eCG) as a promoter of follicular
growth and human chorionic gonadotropin (hCG) as an inducer of ovulation in jaguars [5],
clouded leopards [18, 19], domestic cats [13, 23-25], ocelots [26], cheetahs [19], show
leopards [27], and tigers [28, 29].

We conducted a one-year, noninvasive analysis through longitudinal hormonal monitoring
for the reproductive hormones estradiol and progesterone in females and testosterone in
males. We evaluated the action of equine chorionic gonadotropin (eCG) as a promoter of
follicular growth and human chorionic gonadotropin (hCG) as an inducer of ovulation in
jaguars. In addition, a seminal analysis was conducted, obtaining samples through
electro-ejaculation protocols [30] and epididymal flush [31]. The objectives of this study
were (1) to determine whether jaguars present seasonal changes in their reproductive
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hormonal activity, (2) to determine whether jaguars ovulate spontaneously, (3) to
determine whether the species responds to the administration of exogenous
gonadotropins, and (4) to describe seminal characteristics in captive male jaguars.

4.2 Materials and methods

421 Animals

Reproductive characterization was conducted with a group of jaguars in captivity (n = 6)
composed of three females (n = 3) and three males (n = 3) for a one year period at the
Fundacion Zoolégico Santacruz (Santacruz Zoo Foundation) in the San Antonio del
Tequendama municipality in the department of Cundinamarca, Colombia (latitude
4°35'0.65"N, longitude 74°20'1.25"W).

According to the Jaguar Regional Studbook for Colombia, Females 1 and 3 were born in
captivity and Female 2 was born in the wild. Age range of the females was from 10 to 15
years. The weight average was 45.6 + 2.5 (Female 1= 46 kg, Female 2 = 43 kg and
Female 3 = 48 kg). Male 1 was born in captivity, Male 2 in the wild and the origin of Male
3 is unknown. The age range of the males was found to be between 10 and more than 20
years, with a weight average of 53 + 2.6 (Male 1= 54 kg, Male 2 = 55 kg, Male 3 = 50 kg).
All of the animals included in this study were in good health as well as in good physical
condition. The jaguars were kept in individual confinement, with a separation den, tree
trunks, and a bed to enrich the environment. All confinement spaces were outdoors. Due
to the equatorial location, there are 12 hours of daylight with no seasonal variation
throughout the year. The animals had access to fresh water ad libitum and were fed five
times per week with horse or cow meat, bones, and other organs. All the protocols were
reviewed and approved by the bioethics committee of the veterinary medicine department
of the National University of Colombia. During the study, the oldest male (Male 3) died
from natural causes and was excluded from the hormonal analysis but included in the
seminal analysis.

4.2.2 Sample processing

Fecal samples were collected for a year from feces found in the enclosures of each
jaguar; from two to seven samples (2 to 4 gr) per week were collected, depending on the
frequency excreted. Plastic containers were employed for the collection of samples.
Samples were frozen and stored at —20 °C until the time of their processing. Fecal
steroids were extracted from complete wet samples (n = 204) for males and (n = 411) for
females, following the protocol described by Brown et al., 1994. Samples of 0.5 gr of
feces were mixed by vortex with 5 ml of 90% ethanol for 3 minutes and then agitated in a
Shaker Orbital-Thermo® for 3 hours at 37 °C and then centrifuged in a Beckman Model
J2-21 centrifuge at 3,000 rpm for 20 minutes. Supernatants were collected, dried, and
suspended in 1 ml of methanol. A parallelism test of extracts of the feces was conducted,
using a buffer (0.01 M PO4, 0.14 M NaCl, and 0.01% sodium azide Ph 7.0) to determine
the proper dilutions for each immunoassay.
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4.2.3 Analysis of females

Ovarian activity

The mean concentrations of estradiol and progesterone in the three female jaguars (n =
3) were compared to determine the seasonality of ovarian activity and to determine the
presence of spontaneous ovulation through the presentation of non-pregnant luteal
activity in four climatological seasons within the year as follows: (Dry 1: January,
February, March; Rains 1: April, May, June; Dry 2: July, August, September; Rains 2:
October, November, December) [32].

Induced ovarian activity

To induce ovarian activity, 300 IU of equine chorionic gonadotropin (eCG) (Folligon®) was
administered intramuscularly (im), followed by 225 IU (im) of human chorionic
gonadotropin (hCG; Chorulon®) 80 hours later. A daily noninvasive follow-up of
hormones (estradiol and progesterone) was conducted from feces during a two-month
period, as previously described, with the objective of assessing luteal activity [25].

Estradiol

Measurement of 17 3 estradiol was conducted through radioimmunoassay, employing an
ImmuChem™ Estradiol-17%I RIA kit, (ICN Pharmaceuticals, Inc., Costa Mesa,
California, USA) (estradiol specificity 100%, sensitivity 95%. Cross reactivity estrone
6.2%, estriol 1.45%). To process the samples, a Beckman 5500 gamma counter was
used. Data were processed using RIA PC software. The inter-assay coefficient of
variation was 5%. The intra-assay coefficient of variation was < 10%, and the dilution
used based on the parallelism test was 1:16.

Progesterone

Measurement of progesterone was conducted using an EIA-Steroid-Progesterone kit (DSI
Italy) (progesterone specificity 100%, sensitivity 0.5 nmol/l. Cross reactivity 17-OH-
progesterone 2.9%). Incubation was conducted in a Stat Fax® Incubator; for washing, a
Stat Fax 2600 Microplate Washer was used, and the reading was done with an Agra
Quant Stat Fax® EIA Reader. The inter-assay coefficient of variation was 6.3%, the intra-
assay coefficient of variation was <10%, and the dilution used based on the parallelism
test was 1:100.

4.2.4 Analysis of males

Testicular hormonal activity

Mean concentrations of testosterone were compared to determine patterns of seasonality
in Males 1 and 2. The mean concentrations of testosterone were compared in four
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seasons: (Rainy 1: April, May, June; Dry 2: July, August, September; Rainy 2: October,
November, December; Dry 1: January, February, March) [32]. Measurement was
conducted using an EIA-Steroid-Testosterone kit (DSI Italy). Incubation was conducted in
a Stat Fax® Incubator. For the wash, the Stat Fax 2600 Microplate Washer was used,
and the reading was done with an Agra Quant Stat Fax® EIA Reader. Testosterone
specificity 100%, sensitivity 0.2 nmol/l. Cross reactivity dihydrotestosterone 4.8%,
androstenedione 3.6%). The intra- and inter-assay coefficient of variation was < 10%, and
the dilution used based on the parallelism test for testosterone was 1:16.

Seminal analysis

Seminal analysis from three male jaguars (n = 3) was conducted by means of electro-
ejaculation in Males 1 and 2 and through an epididymal sperm flush post mortem in Male
3.

Anesthesia and electro-ejaculation

Males 1 and 2 were premedicated, using xylazine (AnaSed, 0.4 mg/kg. im), and the
anesthesia was induced with ketamine hydrochloride (Imalgene, 4 mg/kg, im) [33];
maintenance was conducted with isoflurane (2% to 3%). A rectal probe (16 cm x 3 cm)
and an electro-stimulator (Pulsator IV Auto Adjust ™ Lane Mfg. Inc., Denver, CO) were
used to collect the semen samples. The sequence regime for electro-ejaculation
consisted of 80 stimuli divided into three series; the first and second series consisted of
30 stimuli, the third one of 20 stimuli, each of which fluctuated between 4 and 6 volts [30,
34]. Samples were collected in 2 ml Eppendorf sterile tubes. The testicular volume was
calculated with the formula 4/3TTABC, where A = half the thickness, B = half the width, C =
half the length [12].

Epididymal flush

A postmortem seminal analysis was carried out through an epididymal flush in Male 3.
The procedure was conducted according to that described by Spindler et al. (1999). The
body and the tail of the epididymis were preserved. The tail was placed inside an
Eppendorf tube containing 0.5 ml of Ham F10—supplemented media with 1 nM pyruvate, 2
mM glutamine, and 100 IU of penicillin/streptomycin. Incubation was conducted at 38 °C
in 5% CO.. After 30 minutes, the epididymal tissue was discarded, and the tube was
centrifuged at 300 g for 8 minutes. The supernatant was removed, and the pellet was
suspended in 50 ul of Ham F10 media.

Seminal assessment

To determine sperm vitality, an eosin nigrosine stain was performed. Concentration of
sperm cells was determined in a Neubauer camera in a 1:200 dilution of distilled water.
Morphology was determined in 100 cell counts. Mobility and progression rate were
estimated subjectively with the aid of a light microscope at X100 and was expressed in a
percentage of mobile spermatozoids [35].
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4.3 Statistical analysis

4.3.1 Experimental design

The data obtained from hormonal monitoring were analyzed using linear mixed-effect
regression (LMER) with the Ime4 package [36] in the R statistical software environment
[37]. Using this approach, we controlled for the influence of different mean ratings
between animals without the need for data aggregation, as is the case in a traditional,
repeated-measures analysis of variance (ANOVA). Season (i.e., Dry 1, Rainy 1, etc.) was
entered in the model as a fixed effect. Jaguars (i.e., Female 1, Female 2, Female 3), on
the other hand, were entered into the model as a random effect. Given that it is desirable
to generalize the results beyond this sample and that variance due to jaguar was
expected to be idiosyncratic, analysis according to LMER is appropriate to account for
such variability. Significance testing was performed by Likelihood Ratio Tests of the full
model, including the fixed effect of season, against a null model that did not include
season. Post hoc pairwise comparisons of mean hormonal concentrations between
seasons were conducted according to Tukey’s HSD to control for Type | error rates. The
full model was estimated as

Yii = Bo + By Season; + u;j + &

where:

yi is the concentration of the hormone measured in season j of i jaguar;
Bo is the general mean;

B is the estimate of the fixed effect of season j;

y; is the variance of the random intercepts, u;~ NID (0, T%0); and

&j is the random error among jaguars and e~ NID (0, 0?).

4.3.2 Descriptive statistics

The peak values were considered significant for elevations above the baseline +2
standard deviation (SD). The baseline values for the three hormones for each jaguar were
calculated through an iterative process where high values that exceeded the mean +2 SD
were excluded and removed temporarily from the database; the average of the remaining
values was re-calculated, and the process of data removal was repeated until no value
would exceed the mean +2 SD [25, 29, 38]. The remaining hormonal values were
considered baseline concentrations. Progesterone peaks higher than the mean +2 SDs
were considered significant and, in conjunction with other elevations above baseline
concentrations, was interpreted as luteal activity. Estradiol peaks higher than the mean +2
SD was considered significant, and other elevations of estradiol above baseline
concentrations (associated with estrous behavior) were interpreted as follicular activity.

The interval in days between estradiol with no luteal activity was calculated and
interpreted as anovulatory cycles. Intervals between estradiol peaks with luteal activity
were considered ovulatory cycles. In addition, for males, the variables analyzed for
spermatic morphology were: normal spermatozoids, detached heads, proximal coiled
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tails, distal coiled tails, proximal cytoplasmic droplets, distal cytoplasmic droplets, and
head defects [39].

4.4 Results

4.4.1 Female analysis
Natural ovarian activity

For estradiol the mean baseline concentrations found was 1.35 + 0.74 ng/gr (Female 1 =
1.08 ng/gr, Female 2 = 0.79 ng/gr, and Female 3 = 2.19 ng/gr). The total range was 0.13
to 313.80 ng/gr. The mean concentration of natural peaks for Female 1 was 28.13 + 34.04
ng/gr, for Female 2 was 23.04 + 38.15 ng/gr, and for Female 3 was 74.39 + 72.17 ng/gr.

In the three females, non-pregnant luteal activity (spontaneous ovulation) was evidenced
by the increase in peaks of progesterone. For progestogens the mean baseline
concentrations was 17.76 + 6.03 ng/gr (Female 1 = 15 ng/gr, Female 2 = 24.68 ng/gr, and
Female 3 = 13.60 ng/gr). The mean concentration of natural peaks of progestogens for
female 1 was 49.19 + 19.77 ng/gr, for female 2 was 87.55 + 27.71 ng/gr, and for female 3
was 77.73 £ 30.90 ng/gr. Non-pregnant luteal phases ranged between 14 and 67 days.
Anestrous periods ranged between 31 and 83 days (Figure 1).

Induced ovarian activity

All animals responded to the administration of eCG as a promotor of follicular activity. The
effect of gonadotropins was determined in the animals by the behavioral changes related
to estrous (e.g., vocalizations, lordosis postures, etc.), which were registered on the days
subsequent to the administration of gonadotropins. Estradiol peaks took place 7.30 + 0.58
days after the application of the eCG, the mean concentration of induced peaks of
estradiol £ SD for female 1 was 93.17 + 129.02 ng/gr, for female 2 was 76.04 + 144.65
ng/gr, and for female 3 was 94.48 + 145.59 ng/gr. The average length of estrous was 2.67
+ 0.57 days. The highest peak reached during stimulation with eCG for Female 1 was
534.6 ng/g, for Female 2 was 737.1 ng/g, and for Female 3 was 699.9 ng/g; the total
average found was 655.2 ng/g + 105.6 (Figure 1).

The mean concentration of progestogens found during the trial using gonadotropins for
female 1 was 48.10 £ 16.82 ng/gr, for female 2 was 88.03 + 16.77 ng/gr, and for female 3
was 58.57 + 30.35 ng/gr. In the three females, luteal activity was found before and after
the administration of gonadotropins; In Female 1 before the administration of the
gonadotropins a peak of estradiol was observed followed by luteal activity with
progestogen peaks that exceeded the mean +2SD, suggesting that possible spontaneous
ovulation occurred not triggered by the gonadotropin protocol but for a possible
resumption of activity after a period of inactivity considered an anestrous phase.
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Seasonality

The mean concentration of estradiol (ng/g £ SEM) for the season Dry 1 was 38.49 £ 8.70,
for Rains 1 was 29.60 + 6.44, for Dry 2 was 29.97 £ 6.30, and for Rains 2 was 8.18 +
2.19. The LMER showed that there was a significant effect of seasons (Chi square =
15.97, DF = 3, p <0.01). Post hoc comparisons of all pairs of seasonal means was
conducted according to Tukey’s HSD, revealing significant differences between seasons:
Dry 1 vs. Rains 2 (p < 0.01), Rains 1 vs. Rains 2 (p < 0.05), and Dry 2 vs. Rains 2 (p <
0.05). The season with the lowest average concentration was Rains 2 (October,
November, and December). The mean concentration of progestogens (ng/g + SEM) for
the season Dry 1 was 39.22 + 6.48, for Rains 1 was 40.49 + 5.06, for Dry 2 was 52.38 +
3.95, and for Rains 2 was 25.39 + 2.30. The LMER showed that there was a significant
effect of seasons (Chi square = 28.56, DF = 3, p < 0.01). Post hoc comparisons of all
pairs of seasonal means were conducted according to Tukey’s HSD, revealing significant
differences between seasons: Dry 2 vs. Rains 2 (p < 0.01). No significant differences
were found between other pairs of seasons. The season with the lowest average
concentration was Rains 2 (October, November, and December) (Figure 2).

SEASONALITY ESTRADIOL SEASONALITY PROGESTAGENS
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Figure 2. In the left, mean estradiol concentrations + SEM in captive female jaguars (n=3) in different
seasons, different letters (a, b) indicate significant differences (p<0.01). In the right, mean
progestogens concentrations + SEM in different seasons, different letters (a, b) indicate significant
differences (p<0.05).

1.4.2 Male analysis
Testicular activity

Mean baseline concentrations of testosterone for Male 1 were 6.3 + 0.9 ng/g with a 4.0 to
59.3 ng/g range. For Male 2, mean baseline concentrations of testosterone were 6.30
0.57 ng/g; the range was 5.2 to 21.8 ng/g. Average values found for testosterone
concentrations within a one-year period for the two jaguars were 8.6 £ 5.7 ng/g. In Male 1,
the levels of testosterone remained below baseline levels during the months of
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September and October; then increased over baseline levels for two weeks with another
period of inactivity between the months of November and December, corresponding to the
second rainy season (Rains 2). No significant differences were found between the mean
concentrations of testosterone for each of the different seasons.

Seminal analysis

Ejaculations from Male 1 and from Male 2 were obtained through electro-ejaculation and
from Male 3 through an epididymal flush, with one sample for each animal. The volume
obtained was between 1.5 and 2.5 ml; the mean concentration of spermatozoids was 5.7
x 108 + 1.1 x 10° spermatozoa per ml. As for the percentage of progressive motility of the
two semen samples obtained, an average of 80% was found.

The percentage of normal spermatozoids from the samples obtained by electro-
ejaculation was 80 + 2.8%. Abnormalities most frequently found corresponded to head
defects 7 £ 1.4%, distal coiled tails 4.5 £ 4.9%, proximal coiled tails 3.5 + 2.1%, detached
heads 2.5 + 0.7%, proximal cytoplasmic droplets 1.5 + 0.7%, and distal cytoplasmic
droplets 1 + 1.4%.

Epididymal flush

The seminal fluid obtained by epididymal flush contained 35 + 1.4% normal
spermatozoids. Most frequent abnormalities found corresponded to distal cytoplasmic
droplets 39 + 11.3%, distal coiled tails 7%, proximal coiled tails 5 £ 3.5%, proximal
cytoplasmic droplets 5.5 + 4.9%, detached heads 3.5 £ 2.1%, and head defects 1 + 1.4%.

Discussion

To understand the reproductive physiology of the jaguar, we performed a series of
analyses to determine whether jaguars present seasonal changes in their reproductive
hormonal activity, if ovulation could be spontaneous without the presence of the male, to
determine whether the species responds to the administration of exogenous
gonadotropins, and to describe seminal characteristics in male jaguars.

This is the first study that describes seasonal differences for both estradiol and
progesterone through the year of 2010 in female jaguars and contrast with Barnes et al.
(2015) were no seasonal patterns were detected. Data obtained from the noninvasive
analysis of female jaguars’ reproductive hormones revealed significant differences
between the seasons; the lowest ovarian activity was observed between October and
December. During this season, artificially induced ovarian activity would be more likely to
succeed because the ovaries are in a resting phase. Between January and March, the
ovarian activity is moderate, and the highest activity occurred between April and
September, this season being most favorable for natural controlled reproductions if the
population management plan for the species in captivity requires it.

The other striking finding was the presence of an anestrous period in the three females
studied; this anestrous period was present in the fourth season, also between October
and December. During this period, a decrease in peak tendency was observed. Other
researchers have found that despite the fact that in tropical conditions the photoperiod is
constant, Johnston et al. (1994) found that the anestrous period is a very important
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component in the annual reproductive cycles and is affected by seasons more than the
relation of light hours during the day. In countries with seasons, anestrous has been
reported in several species of felids such as tigers [29] and cheetahs [20] during winter
(November to January). Data in this study also suggests a seasonal pattern for jaguars in
tropical environments and that hormonal variations mostly depend on idiosyncratic
aspects of each jaguar.

In addition, we found evidence of luteal activity during the year of study. The
concentration of progesterone found in EIA tests confirmed the presentation of non-
pregnant luteal activity for the three females confined alone, suggesting that spontaneous
ovulations occurred in this way, it was proven that female jaguars may present multiple
spontaneous ovulations during a year, similar to the findings that Barnes et al. (2015)
reported in their study of female jaguars. The results of this study contrast with the results
published by Wildt et al. (1979), where no spontaneous ovulations were detected in a
female jaguar, it was reported that ovulations were triggered only by the administration of
hCG or the luteinizing hormone (LH). Due to these findings, we can infer that female
jaguars can present estrual cycles either with or without spontaneous ovulations that
correspond to ovulatory or anovulatory cycles, respectively. Spontaneous ovulations have
been also reported in studies conducted in clouded leopards [18, 19].

We also found evidence of ovarian activity during the protocols with gonadotropins.
Estradiol peaks were found after the administration of eCG to the three females,
suggesting follicular growth and activity. Longitudinal analysis by RIA showed that
changes in fecal concentrations of estradiol were related with estrus presentation or after
the administration of exogenous gonadotropins. This study proved the efficacy of eCG as
follicular growth agent in the three females, evidenced in the presentation of estradiol
peaks. We were able to induce follicular activity at a lower dose (300 1U) than the one
reported by Barnes et al. (2015) (600 IU). With this new information we can conclude that
a range between 300 and 600 U of eCG is effective to promote follicular development in
female jaguars. It is important to consider that the doses to induce follicular development
and ovulation are specific for each species; for example, in ocelots, the doses used were
higher relative to other species [26]. Results found in clouded leopards [19] and Siberian
tigers (Panthera tigris altaica) [28] showed that eCG worked as an analogue of the FSH
as a growth promoter and follicular developer similar to our findings and the reports of
Barnes et al. (2015) in jaguars. As for ovulation induction, it was not clear if the females
responded to hCG as an analogue of the LH as demonstrated in studies in other felid
species including the jaguar [5, 16, 18-20, 24, 26-29]. It was not fully determined because
progesterone peaks were found before the administration of the gonadotropins. It was
unclear whether the progestogens elevation found corresponded to a previous natural
spontaneous ovulation or the action of the gonadotropin. To avoid this possibility, other
researchers had used an inhibitor of ovarian activity such as a progestin implant at least
two weeks before starting a protocol (Howard personal communication, 2009). After
removing the implant, progesterone levels will decrease, and the ovaries will be prepared
for the action of the follicular stimulant hormone (FSH) or eCG as follicular development
promoters. On the other hand, it is important to point out that the effect of cumulative
previous progestin protocols may be a predisposing factor to cystic endometrial
hyperplasia that could directly affect implantation [35].
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In the case of the males, our analysis detected the presence of testosterone metabolites
by EIA test, confirming testicular activity in lower levels than those detected by RIA in
other studies reported for jaguars in Brazil [8, 9]. The results of the seasonality analysis of
the males’ testosterone were similar to the results found in Brazil through RIA. In both
studies, no significant differences (p > 0.05) in endocrine-testicular function during
seasons were found. However, Morato et al. (2004) reported that fecal androgen
concentration differed (p < 0.05) between dry and wet seasons. To understand this
difference, more research is suggested, preferably including more individuals in future
investigations.

The seminal evaluation results contrast with the findings in the other trials in Colombian
captive jaguars [6] and in the Brazilian as well [7]. In this study, seminal volume obtained
through electro-ejaculation and the average concentrations of sperm per ml were lower
than the values reported for the species by Oyuela et al. (2004) and by Morato et al.
(2001). Higher percentage levels in progressive motility 80% were found when compared
to other reported values such as 48 + 23% [6], 64 £ 2.4% [7], and 57.0 + 4.5% [9]. A lower
percentage in sperm abnormalities were also found: 20 + 2.8 vs 38.9 £12 [6] and 30 £ 0.9
[7]. This low abnormality percentage contrasts with high values of pleiomorphisms found
in other felid species such as cheetahs [39-41], clouded leopards [34, 42], snow leopards
[43-45], bobcats (Lynx rufus) [46], ocelots, margays (Leopardus wiedi), and oncillas
(Leopardus tigrina) [21, 47]. It was also observed that the epididymal flush of Male 3
presented the highest levels of abnormalities, with distal cytoplasmic droplets the most
frequent abnormality. This secondary abnormality [35] has been previously reported in
analyses of sperm obtained of domestic cats' epididymis and has been associated with
their sperm aging process observed in serial ejaculates, in which the presence of distal
cytoplasmic droplets was significantly reduced in the second ejaculate, 5 to 10 min after
the first [48]. However, similar assays on cheetahs, when the seminal test was performed
at a 48-hour interval, did not show differences in the sperm abnormality proportion, which
suggests the existence of other factors that may directly affect the sperm morphology
related to the genetic diversity levels present in the Acinonyxinae family [49]. Based on
this, we can infer that the high level of normal spermatozoa found in jaguars is a good
indication of their genetic diversity.

As a summary, the present study established a baseline knowledge of jaguars’ physiology
of reproduction as the pillars of a reproductive management program based on population
management and genetic analysis. The results of this study open doors to future
investigations in multiple fields such as artificial insemination, in vitro fertilization, embryo
transfers, and gamete cryopreservation. Studies of this nature can facilitate and contribute
to the maintenance of genetic variability of captive populations while decreasing
movement of live animals between institutions. The success of these techniques presents
a serious alternative to ex situ conservation for jaguars.

45 Conclusions

This study, conducted in a Colombian zoological park, found that female jaguars
presented seasonal differences in ovarian activity during the year of 2010.

During the year of this study, multiple non-pregnant luteal phases were found in female
jaguars isolated from males, suggesting that multiple spontaneous ovulations occurred.
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The females responded to the administration of eCG as a follicular promoter and it was
unclear if ovulation was triggered by the action of hCG.

The anesthetic and electro-ejaculation protocols worked properly to obtain the seminal
samples from captive jaguars and may be used for the establishment of gamete banks.

Testicular activity occurs regularly during the year, and low levels of abnormal
spermatozoa were found compared with other felid species.
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A. APENDICE 1

ESTRADIOL

Linear mixed model fit by REML ['lmerMod’]
Formula: Estradiol ~ 1 + (1 | Jaguar)

Data: dat
REML criterion at convergence: 2675.6
Scaled residuals:

Min  1Q Median 3Q Max
-0.8622 -0.3992 -0.2968 0.0100 6.0988
Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Jaguar (Intercept) 191.9 13.85
Residual 2029.7 45.05
Number of obs: 256, groups: Jaguar, 3
Fixed effects:

Estimate Std. Error t value
(Intercept) 24.134  8.481 2.846
Linear mixed model fit by REML ['lmerMod’]
Formula: Estradiol ~ 1 + Season + (1 | Jaguar)

Data: dat
REML criterion at convergence: 2642.4
Scaled residuals:

Min  1Q Median 3Q Max
-1.1461 -0.4851 -0.3351 0.0731 6.1371
Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Jaguar (Intercept) 180.5 13.44
Residual 1929.8 43.93
Number of obs: 256, groups: Jaguar, 3
Fixed effects:

Estimate Std. Error t value
(Intercept) 37.995 10.473 3.628
SeasonRainy 1 -8.688 9.166 -0.948
SeasonDry 2 -8.206  8.598 -0.954
SeasonRainy 2 -29.411  8.548 -3.441
Correlation of Fixed Effects:

(Intr) SsnRn1 SsnDr2
SeasonRanyl -0.515
SeasonDry 2 -0.550 0.628
SeasonRany2 -0.553 0.632 0.674
Data: dat
Models:
fit.0: Estradiol ~ 1 + (1 | Jaguar)
fit.1: Estradiol ~ 1 + Season + (1 | Jaguar)

Df AIC BIC logLik deviance Chisg Chi Df Pr(>Chisq)
fit.0 32687.52698.1-1340.8 2681.5
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fit.tl1 6 2677.52698.8 -1332.8 2665.515.973 3 0.001148 **
Signif. codes: 0 “**** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°” 0.1’ 1
Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts
Fit: Imer(formula = Estradiol ~ 1 + Season + (1 | Jaguar), data = dat)
Linear Hypotheses:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
Rainy 1 - Dry 1 == -8.6882 9.1656 -0.948 0.77714
Dry2-Dryl== -8.2060 8.5979 -0.954 0.77351
Rainy2-Dry1==0 -29.4113 8.5479 -3.441 0.00313 **
Dry2-Rainy1l==0 0.4822 7.6820 0.063 0.99991
Rainy 2 - Rainy 1 ==0-20.7231 7.6233 -2.718 0.03254 *
Rainy2-Dry2==0 -21.2053 6.9271 -3.061 0.01160 *
Signif. codes: 0 “** 0.001 *** 0.01 *” 0.05°’ 0.1 "1
(Adjusted p values reported -- single-step method)
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B. APENDICE 2

PROGESTERONA

Linear mixed model fit by REML ['lmerMod’]
Formula: Progesterone ~ 1 + (1 | Jaguar)
Data: dat
REML criterion at convergence: 2517.9
Scaled residuals:
Min  1Q Median 3Q Max
-1.2378 -0.7873 -0.3122 0.4959 3.4719

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Jaguar (Intercept) 146.8 12.12
Residual 1090.8 33.03
Number of obs: 256, groups: Jaguar, 3

Fixed effects:
Estimate Std. Error t value
(Intercept) 38.709  7.294 5.307
Linear mixed model fit by REML ['lmerMod']
Formula: Progesterone ~ 1 + Season + (1 | Jaguar)
Data: dat

REML criterion at convergence: 2474.1

Scaled residuals:
Min  1Q Median 3Q Max
-1.7439 -0.6830 -0.2126 0.4458 3.6397

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Jaguar (Intercept) 148.5 12.19
Residual 986.0 31.40
Number of obs: 256, groups: Jaguar, 3

Fixed effects:

Estimate Std. Error t value
(Intercept) 38.7467 8.6489 4.480
SeasonRainy 1 0.3987 6.5517 0.061
SeasonDry 2 13.5767 6.1458 2.209
SeasonRainy 2 -13.4867 6.1102 -2.207

Correlation of Fixed Effects:
(Intr) SsnRnl1 SsnDr2
SeasonRanyl -0.446
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SeasonDry 2 -0.476 0.628
SeasonRany2 -0.479 0.632 0.674
Data: dat
Models:
fit.0: Progesterone ~ 1 + (1 | Jaguar)
fit.1: Progesterone ~ 1 + Season + (1 | Jaguar)
Df AIC BIC logLik deviance Chisg Chi Df Pr(>Chisq)
fit.0 3 2529.52540.1 -1261.7 2523.5
fit.1 6 2506.9 2528.2 -1247.5 2494.9 28568 3 2.76e-06 ***

Signif. codes: 0 “**** 0.001 *** 0.01 ** 0.05°.” 0.1 "’ 1
Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts
Fit: Imer(formula = Progesterone ~ 1 + Season + (1 | Jaguar), data = dat)
Linear Hypotheses:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
Rainy 1 - Dry 1 == 0.3987 6.5517 0.061 0.9999
Dry2-Dryl==0 135767 6.1458 2.209 0.1193
Rainy2-Dry1==0 -13.4867 6.1102 -2.207 0.1198
Dry2-Rainy1==0 13.1780 5.4914 2.400 0.0762.
Rainy 2 - Rainy 1 ==0-13.8854 5.4494 -2.548 0.0518.
Rainy2-Dry2==0 -27.0634 4.9516 -5.466 <0.001 ***

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 ** 0.01 * 0.05" 0.1 "’ 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)
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C. APENDICE 3

TESTOSTERONA

Linear mixed model fit by REML ['lmerMod’]
Formula: Testosterone ~ 1 + (1 | Jaguar)

Data: dat
REML criterion at convergence: 1285
Scaled residuals:

Min  1Q Median 3Q Max
-0.8542 -0.4450 -0.2870 0.0784 8.7861
Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Jaguar (Intercept) 0.5155 0.718
Residual 32.8751 5.734
Number of obs: 203, groups: Jaguar, 2
Fixed effects:

Estimate Std. Error t value
(Intercept) 8.5616 0.6494 13.18
Linear mixed model fit by REML ['lmerMod']
Formula: Testosterone ~ 1 + Season + (1 | Jaguar)

Data: dat
REML criterion at convergence: 1272.6
Scaled residuals:

Min  1Q Median 3Q Max
-1.0484 -0.4157 -0.2520 0.0738 8.6866
Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Jaguar (Intercept) 0.4117 0.6417
Residual 32.3276 5.6857
Number of obs: 203, groups: Jaguar, 2

Fixed effects:

Estimate Std. Error t value
(Intercept) 8.2405 0.7793 10.574
SeasonRainy 1 1.9352 1.3036 1.485
SeasonDry 2 1.3664 1.0299 1.327
SeasonRainy 2 -1.0100 1.0359 -0.975

Correlation of Fixed Effects:

(Intr) SsnRn1 SsnDr2
SeasonRanyl -0.389
SeasonDry 2 -0.500 0.295
SeasonRany2 -0.496 0.294 0.375
Data: dat
Models:
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fit.0: Testosterone ~ 1 + (1 | Jaguar)
fit.1: Testosterone ~ 1 + Season + (1 | Jaguar)
Df AIC BIC logLik deviance Chisg Chi Df Pr(>Chisq)
fit.0 3 1291.6 1301.5-642.81 1285.6
fit.1 6 1290.9 1310.8 -639.46 1278.96.6925 3 0.08237.
Signif. codes: 0 “**** 0.001 ** 0.01 ** 0.05‘" 0.1’ 1
Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: Imer(formula = Testosterone ~ 1 + Season + (1 | Jaguar), data = dat)

Linear Hypotheses:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

Rainy 1-Dry 1 == 19352 1.3036 1.485 0.442
Dry2-Dry1== 1.3664 1.0299 1.327 0.541
Rainy 2 - Dry 1 == -1.0100 1.0359 -0.975 0.760
Dry 2 - Rainy 1 == -0.5689 1.4032 -0.405 0.977
Rainy 2 - Rainy 1 ==0 -2.9452 1.4065 -2.094 0.152
Rainy 2 - Dry 2 == -2.3763 1.1548 -2.058 0.164

(Adjusted p values reported -- single-step method)
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5. Conclusiones generales

Al realizar la caracterizacién demografica y genética de la poblacion de jaguares cautivos
en Colombia se ha abierto la posibilidad de implementar un plan de sostenible de
conservacion ex situ para la especie que permitira contar a futuro con una poblacién
modelo, genéticamente variable y con alto potencial reproductivo. Esta poblacion estara
en capacidad de servir como reservorio genético en caso de extincion de poblaciones y
como una poblacion proveedora de gametos viables de facil acceso para ser usado en
casos de revitalizacién de poblaciones silvestres.

Los hallazgos encontrados en el andlisis demografico han permitido realizar las futuras
proyecciones a nivel tanto genético como reproductivo para la poblacion cautiva.
Estableciendo metas reproductivas concretas y realizando simulaciones computacionales
de apareamientos y cruces controlados para estimar el mantenimiento del 90% de la
variabilidad genética de la poblacién por un periodo de 100 afios.

La realizaciobn de programas de analisis genéticos en las colecciones presentes en
cautiverio contribuye a la conservacion de especies amenazadas mediante el
mantenimiento de poblaciones viables como reservorios genéticos que pueden ser usados
periédicamente para reforzar, revitalizar o restablecer poblaciones cautivas y en casos
necesarios poblaciones silvestres con baja variabilidad genética. También permite la
identificacion de subespecies que aunque fenotipicamente parezcan similares tienen
origenes geograficos diferentes y han sufrido un proceso de especiacion particular. El
alcance de la instauracién de programas de investigaciones genéticas en los pargques
zooldgicos, centros de rehabilitacion de fauna, contribuye al ordenamiento de las
colecciones cautivas, brindando herramientas claras frente al movimiento de especimenes
de un lugar a otro para garantizar procesos reproductivos eficientes y viables, y asi mismo
como la liberacion de animales después de procesos de rehabilitacion en zonas
correspondientes al origen natural genético de sus congéneres.

Los resultados del andlisis genético del Studbook Regional de Jaguares para Colombia en
el programa PM2000 muestra claramente que la poblacion actual de jaguares colombianos
esta compuesta por ejemplares adultos mayores. Esto indica que en los afios futuros
podria presentarse un declive poblacional en los jaguares cautivos en Colombia. También
se encuentra que en la poblacion hay un déficit de machos si se considera que la relacion
de machos hembras deberia ser de 1:1.

La realizacién de programas de andlisis genéticos en las colecciones presentes en
cautiverio contribuye a la conservacion de especies amenazadas mediante el
mantenimiento de poblaciones viables como reservorios genéticos que pueden ser usados
periédicamente para reforzar, revitalizar o restablecer poblaciones cautivas y en casos
necesarios poblaciones silvestres con baja variabilidad genética. También permite la
identificacion de subespecies que aunque fenotipicamente parezcan similares tienen
origenes geograficos diferentes y han sufrido un proceso de especiacion particular. El
alcance de la instauracion de programas de investigaciones genéticas en los parques
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zooldgicos, centros de rehabilitacion de fauna, contribuye al ordenamiento de las
colecciones cautivas, brindando herramientas claras frente al movimiento de especimenes
de un lugar a otro para garantizar procesos reproductivos eficientes y viables, y asi mismo
como la liberacion de animales después de procesos de rehabilitacion en zonas
correspondientes al origen natural genético de sus congéneres.

Los resultados encontrados a nivel del andlisis seminal muestran que los protocolos
empleados en cuanto a anestesia y electro-eyaculacién funcionaron adecuadamente para
la obtencion de muestras seminales que puedan ser utilizados en la conformacion de
bancos de germoplasma. Las caracteristicas seminales encontradas demuestran que la
especie no ha sufrido eventos los suficientemente dramaticos que se hayan fijado en
cambios fuertes como la aparicién de pleiomorfismos demostradas en otras especies de
félidos.

En este estudio también se pudo comprobar que la prueba de ELISA permite detectar
fluctuaciones en las concentraciones de testosterona en el jaguar, lo cual permite inferir
gue a pesar de que no se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre las épocas
climatolégicas del afio, en los meses de noviembre y diciembre los niveles se encontraron
por debajo de los niveles basales. A pesar de este fendmeno se puede inferir que la
actividad testicular ocurre con regularidad en el curso del afio, lo cual es importante para
tener en cuenta en el futuro al momento de programar una monta controlada. La
conformacion del banco de germoplasma abre las puertas a futuras investigaciones que
se enfoquen al uso de dicho banco como la fertilizacién in vitro y posteriormente a una
eventual criopreservacion de gametos y embriones, que pueden facilitar y contribuir al
mantenimiento de la heterocigosidad de la poblacién cautiva, mientras se disminuye el
movimiento de animales vivos entre diferentes instituciones.

A partir de los datos obtenidos mediante la caracterizacién reproductiva de los jaguares
hembras por medio del analisis longitudinal no invasivo en heces ha permitido determinar
gue la actividad ovarica de los jaguares estudiados es mas baja entre los meses de octubre
y diciembre, ocurre de una forma moderada entre los meses de enero y marzo, ocurriendo
la mayor actividad entre los meses de Abril a Septiembre siendo ésta la época mas propicia
para realizar reproducciones naturales controladas dentro de un plan de conservaciony de
manejo reproductivo sostenible para la especie en cautiverio.

Al encontrar que las hembras de jaguares pueden presentar multiples ovulaciones
espontaneas durante los tiempos de actividad ovérica, las fases luteales de no prefiez
disminuyen la frecuencia de presentacion de estros en la época reproductiva. Es decir que
la duracion de las fases luteales retrasan la presentacion del siguiente estro a diferencia
de lo que se encontraria en los casos en donde no se ha presentado la ovulacion. Por lo
tanto este factor debe ser tomado en cuenta al momento de programar cualquier
intervencion con gonadotropinas como inductores de la actividad ovérica.

Al determinar la accién positiva del ovario ante el uso de la eCG, permite concluir que dicha
gonadotropina puede ser usada como un agente xenobi6tico que permite el crecimiento y
desarrollo folicular lo que permitiria realizar exitosamente la recuperacién de complejos
cumulus-oophurus-oocitos por via laparoscépica destinados a proyectos de fertilizacion in
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Vitro o de criopreservacion de gametos. También se puede concluir que los foliculos
estimulados por la accién de la eCG pueden llegar a ser foliculos ovulatorios en los casos
en que se realice una Inseminacion artificial. En cuanto a la administracion de hCG se
puede concluir que la dosis usada desencadend la ovulacion en el 66% de los animales, y
por lo tanto que en los jaguares esta gonadotropina puede ser usada tanto para inducir la
ovulacion en casos en que se quiera realizar una inseminacion artificial o se quiera
preparar una hembra como receptora en un programa de transferencia de embriones. Sin
embargo este estudio a pesar de que resuelve las preguntas bases en cuanto a la fisiologia
reproductiva de la especie, deja abiertos nuevos interrogantes en los diferentes temas
tratados. Dichos interrogantes pueden resolverse en futuras investigaciones destinadas a
profundizar el conocimiento sobre la actividad ovarica natural como lo es los seguimientos
longitudinales no invasivos periédicos de la funcion endocrina en animales de diferentes
grupos de edades. A nivel de la actividad ovarica inducida se sugiere la realizacion de
investigaciones que comparen diferentes protocolos utilizando otras hormonas como la
FSHy la LH, asi como también que en donde se comparen diferentes dosis y frecuencias
de administracion.

Los resultados obtenidos en este estudio es una importante fuente de informacién para
gue los parques zoolégicos del pais puedan en primer lugar comprender a profundidad el
alcance y la proyeccion del mantenimiento sostenible de sus poblaciones cautivas como
reservorio de material genético variable y con un alto potencial reproductivo. Al contar con
las herramientas desarrolladas en este proceso investigativo se puede realmente participar
activamente en los programas nacionales de conservacion para la especie, planteando
recomendaciones y soluciones frente al problema de la extincion de las especies animales
en sus habitats naturales. Es por esto que la caracterizacion demogréfica, genética y
reproductiva de la poblacién de jaguares cautivos ha permitido la proyeccién de un plan de
manejo genético- reproductivo que aportara las herramientas necesarias para establecer
un plan sostenible de conservacién ex situ para el jaguar en Colombia.



